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Resumen en inglés
Prion diseases or transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) are a family 
of rare progressive neurodegenerative disorders that affect both humans and animals. 
They are distinguished by long incubation periods and characteristic spongiform 
changes associated with neuronal loss.
The causative agent of TSEs is an abnormally folded prion protein (PrP^J that is 
capable to transform the normal cellular prion protein (PrP^) in new infectious 
transmissible material. The progressive accumulation of PrP^  ^ finally leads to brain 
damage and the characteristics signs and symptoms of these fatal diseases.
Emerging data indicate that this devastating group of diseases may be amenable 
to immunotherapy and immunoprophylaxis, raising the prospect that the spread of these 
diseases may be countered by vaccination. The main objective of this study was the 
development of new therapeutic strategies to treat prion diseases, attempting to 
stimulate the immune system (both humoral and cellular responses) using DNA 
vaccination.
In the first part of this work we demonstrated the capability of the human prion 
protein to induce an immune response in mice after DNA immunization. Interestingly, 
the immune response induced by the wild type human prion protein was qualitatively 
different to that induced by mutant variants associated to prion diseases. While 
immunization with plasmids expressing the wild type human protein induces strong 
humoral responses, vaccination with the mutant variants mainly induces potent CD8  ^T 
cell (GTE) responses. In spite of the responses induced, no protection was observed 
against the intracraneal challenge with mouse adapted PrP^ *^ .
In the second part of this work we developed some strategies to improve the 
antigen presentation of the DNA vaccines, in this case, expressing different versions of 
the homologous mouse prion protein. While the plasmid expressing the mouse prion by 
it self (pCMV-PrPm) does not induce detectable immune responses in mice, vaccination 
with the plasmid pCMV-PrPmLII, expressing the prion protein fused to a lysosome- 
targeting signal, was capable to break tolerance inducing strong humoral and cellular 
(both T-CD8^ and T-CD4J responses against the prion protein. Most importantly, this 
DNA vaccine conferred significant protection against intracraneal prion challenge, 






Al 17V: Mutacion en el gen de la PrPh que provoca la sustitucion de una 
alanina por una valina en posicion 117.




BHK-21 : Fibroblastos de rinon de hamster.
BSA: Seroalbumina bovina.
BSE]: Mezcla de 49 troncos encefalicos de vacas con EEB, confirmadas 
por histopatologia.
BTT: Fusion de un epitopo B de VF A (sitio A localizado en la proteina 
estructural VPl) y dos epftopos T-CD4^ (localizados en la proteina no 
estructural 3 A y en la proteina estructural VP4).
CD: Célula dendritica.
CD4: Receptor de membrana expresado por los linfocitos T 
cooperadores.
CDS: Receptor de membrana expresado por los linfocitos T citotoxicos. 
CDF: Célula dendritica folicular.
Cl: Cadena invariante.
CJD: Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.
CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad.
CMV: Citomegalovirus.
CPA: Célula presentadora de antigeno.
CpG: Citidil-guanil-oligodeoxinucleotidos.
Cpm: Cuentas por minuto.
CTL: Linfocitos T-CD8^ citotoxicos.
CTLA4: Antigeno-4 de los linfocitos T homologo a CD28 y que se 
expresa en células T activadas.
D.O.: Densidad optica.
D178N: Mutacion en el gen de la PrPh que provoca la sustitucion de un 
aspârtico por una asparragina en posicion 178.
Abreviaturas
DMEM: Medio mlnimo esencial de células de mamlfero modificado por 




E200K: Mutacion en el gen de la PrPh que provoca la sustitucion de un 
glutâmico por una Usina en posicion 200.
EDTA: Âcido etilendiaminotetraacético.
EEB: Encefalopatia espongiforme bovina.
EET: Encefalopatia espongiforme transmisible.
ELISA: Inmunoensayo especifico ligado a enzima: método de detecciôn 
de anticuerpos especificos basado en el reconocimiento de un antigeno 
sobre plaça de 96 pocillos y basado en una reacciôn colorimétrica 
catalizada por enzimas.
ET : Epitopos en tandem.
FITC: Fluoresceina.
g: Unidad de fuerza centrifuga relativa.
G ALT: Tejido linfoide asociado a intestine.
G P 3 3 :  Epitopo CTL de la glicoproteina de LCMV localizado entre las 
posiciones 33 y 41.
GPL Grupo glicofosfatidilinositol.
GPTh: Epitopo T-CD4^ del virus LCMV localizado entre las posiciones 
61 y 80 de la glicoproteina del virus.
GSS: Sindrome de Gerstmann-Strâussler-Scheinker.
HE: Hematoxilina-eosina.
IBRS-2: Fibroblastos de rinon de cerdo.
ICCS: Tinciôn intracelular de citoquinas.











LAMPI: Proteina asociada a la membrana lisosomal de tipo I.
LB: Medio de Luria Bertoni para el crecimiento de E. coli.
LCMV: Virus de la Coriomeningitis linfocitaria del raton.
LU: Senal de transporte a lisosomas de la proteina LIMPII.
LIMPII: Proteina integral de la membrana lisosomal de tipo II.
LPS: Lipopolisacârido.
LT p-R-Ig: Inmunoglobulina fusionada al receptor de la linfotoxina beta. 
LTaip2 : Citoquina linfotoxina uiPi 
M: Molar, 
mg: Miligramo




NK: Células asesinas naturales del sistema inmunolôgico: células 
implicadas en la respuesta inmunolôgica innata. 
nm: Nanômetro.
NPiig: Epitopo CTL de la nucleoproteina de LCMV localizado entre las 
posiciones 118 y 126.
NPTh: Epitopo T-CD4^ del virus LCMV localizado entre las posiciones 
308 y 328 de la nucleoproteina del virus.
NS: Seroneutralizaciôn.
nvCJD: Nueva variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.
OPD: Ortofenilendiamina.
Optimem: Medio de cultivo de células de mamifero que contiene una 
cantidad reducida de suero fetal bovino, optimizado para realizar 
transfecciones (Invitrogen).
ORF: Fase de lectura abierta.
Pb: Pares de bases.
PB S: Tampon fosfato salino.
pCMV: Vector comercial para expresar genes en sistemas eucariotas bajo 
el promoter de citomegalovirus.
111
Abreviaturas
PCR: Reacciôn en cadena de la polimerasa.
pET 11 a: Vector comercial optimizado para expresar proteinas en E. 
coli.




PMC A: Amplificaciôn ciclica de proteinas desplegadas.
PMSF: Fenilmetilsulfonil fluorure.
PrP: Proteina del priôn.
PrP^: Proteina del priôn celular.
PrP-Fc]: Proteina PrP fusionada a la fracciôn constante de la 
inmunoglobulina G|.
PrPh: Proteina del priôn humana.
PrPKO: Ratones déficientes para el gen de la PrP.
PrPm: Proteina del priôn murina.
PrpRe :^ PrP recombinante.
PrP*^®®: Forma de proteina del priôn infecciosa y resistente a proteasas 
PrP^ :^ Proteina infecciosa de priôn.
Q167R: Mutaciôn en el gen de la PrP que provoca la sustituciôn de una 
glutamina por una arginina en posiciôn 167.
Q218K: Mutaciôn en el gen de la PrP que provoca la sustituciôn de una 
glutamina por una Usina en posiciôn 218.
RE: Reticulo endoplasmâtico.
RK13: Células epiteliales de rinôn de conejo.
RML: Cepa de scrapie pasada por ratôn.
Rpm: Revoluciones por minuto.
SAF: Fibras amiloides asociadas a scrapie.
SDS: Dodecilsulfato sôdico.
SFB: Suero fetal bovino.
SNC: Sistema nervioso central.
S CD: Superôxido dismutasa. 
sp: Péptido senal del priôn.
Sup35: Factor de terminaciôn del ribosoma.
IV
Abreviaturas
TAP: Transportador asociado a la presentaciôn de antigenos en clase I, 
responsable de transferir los péptidos al reticulo endoplasmâtico.
Taq: Termophilus acuaticus (referido a la procedencia de la polimerasa 
usada en la PCR)
TCID5 0: Valor reciproco de la diluciôn de suero en que se observa efecto 
citopâtico en el 50% de los pocillos de células.
TCR Receptor especifico de células T.
TNF-a: Factor de necrosis tumoral.
TR: Rojo Texas.
Ub: Monômero de ubiquitina.
Ufp: Unidades formadoras de plaças.
Ure2p: Proteina reguladora del nitrôgeno en levaduras.
VERO: Fibroblastos de rinôn de mono verde africano.
VFA: Virus de la fiebre aftosa.
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.
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1. INTRODUCClÔN
El arte de la ciencia: repasar el camino, 
mirar lo que otros miraron 




The history of the SSE (Subacute spongiform encephalopathies)
reads a bit like an Indiana Jones film" 
(SatoyRoos, 1997)
1.1. Revision historica sobre las encefalopatias espongiformes 
transmisibles.
La primera constancia escrita de lo que hoy conocemos como enfermedades 
causadas per priones la realize McGowan en 1922 con la descripcion de “/a tremblante'" 
(del francés, la tembladera) en ovejas, posteriormente denominada ''scrapie" o 
tembladera ovina, y que se describiô como una enfermedad infecciosa, transmisible y 
con un periodo de incubaciôn largo (Cuille and Chelle, 1936).
Tradicionalmente se ha adjudicado a Creutzfeldt y a Jakob la patemidad de las 
primeras descripciones de esta enfermedad neurodegenerativa en humanos: enfermedad 
de Creutzfeldt Jacob o CJD (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921a; Jakob, 1921b; Jakob, 
1921c). La enfermedad se caracterizaba por provocar una degeneraciôn extensa pero 
parcheada de la sustancia gris, con alteraciones neuronales difusas y astrogliosis que 
anatomopatolôgicamente se reconocia por la existencia de degeneraciôn vacuolar en el 
cortex cerebral, junto a proliferaciôn astrocitica y degeneraciôn neuronal.
Posteriormente, en 1957 se describiô una enfermedad encefâlica relacionada con 
el canibalismo ritual realizado en Papùa Nueva Guinea a la que denominaron "kuru" 
(escalofrfo), sin que en aquel momento fuera posible averiguar la causa ni encontrar una 
terapéutica que resultara eficaz (Gajdusek and Zigas, 1957).
La relaciôn existente entre las enfermedades de kuru, CJD y scrapie y su 
naturaleza infecciosa no tardaria en ser demostrada. Mientras que en 1959 el veterinario 
americano Hadlow puso de manifesto las similitudes clinicas y neuropatolôgicas 
existentes entre el kuru y el scrapie de los cameros, algùn tiempo después, Gajdusek 
comprobô que el kuru conservaba caracteristicas comunes con la enfermedad de CJD.
La incôgnita a resolver en anos sucesivos fue descubrir la naturaleza précisa del 
agente responsable de estas enfermedades, invisible a los métodos de detecciôn del 
momento. Durante anos se estuvo hablando de las "infecciones lentas", concepto 
propuesto en 1953 por Sigurdsson y colaboradores a partir de su experiencia en el 
estudio de dos enfermedades ovinas, maedi y scrapie (Sigurdsson et al., 1953). Sin 
embargo, el hecho de que nunca se pudiera aislar ningùn virus, asi como la ausencia de 
una respuesta inmunolôgica frente al citado agente, cambiô el concepto de la época 
respecto a estas enfermedades. Los experimentos realizados por Alper y colaboradores
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contribuyeron decisivamente a dicho cambio. Este grupo demostrô mediante técnicas 
radiolôgicas, que la infectividad asociada con la enfermedad de scrapie resultaba 
extremadamente resistente a la inactivaciôn mediante radiaciôn ultravioleta e ionizante 
(Alper et al., 1967; Alper et al., 1966). Basândose en esta serie de hallazgos Griffith, en 
el ano 1967, insinué que el agente transmisible podria ser una proteina, sugerencia que 
fue tomada con mucho escepticismo por parte de la comunidad cientifîca del momento 
(Griffith, 1967).
En el aho 1982, Prusiner resucitô la idea original de Griffith y enunciô la 
hipôtesis de “solo proteina”, acunando por primera vez el término “priôn ” (del inglés, 
proteinaceous infectious particle) para définir a aquellas partfculas proteicas infecciosas 
resistentes a la inactivaciôn mediante procedimientos que alteran âcidos nucleicos, 
hipôtesis por la que le valiô ser distinguido con el Premio Nobel de Medicina en 1997. 
Dicha hipôtesis proponia que el material infeccioso estaba compuesto exclusivamente 
por una proteina con la capacidad particular de auto replicarse en ausencia de âcido 
nucleico (Prusiner, 1982; Prusiner et al., 1998). El aislamiento a partir de material 
infeccioso de una proteina resistente a proteasas, permitiô demostrar por primera vez 
que el agente infeccioso correspondia con una isoforma patôgena (PrP"^ ®®) de una 
proteina celular apatôgena (PrP^), bautizada con el nombre de priôn (Bolton et al., 
1982).
Actualmente los priones constituyen las ùnicas partfculas de origen biolôgico 
que contradicen el gran Dogma Central de la Biologia enunciado por J.Monod en 1970: 
''La secuencia de aminoâcidos o estructura primaria de la proteina détermina de 
manera univoca el plegamiento de la proteina para adoptar su estructura terciaria. Es 
decir, entre las miles de conflguraciones 3-dimensionales en principio posibles, solo se 
adopta una. ‘ ‘
A pesar de que la tembladera ovina causada por priones fue descubierta hace 
mas de 200 anos y que esta se describiô por primera vez en la literatura hace ya mas de 
80 anos, no ha sido hasta 1985 cuando saltô una gran alarma en tomo a estas 
enfermedades. La causa fue la detecciôn en Gran Bretana de una enfermedad en el 
ganado bovino cuya manifestaciôn clinica consistia en una afecciôn nerviosa 
acompanada de comportamiento agresivo y ansiedad en los animales. Fue denominada 
encefalopatia espongiforme bovina (EEB) o coloquialmente “mal de las vacas locas”. El 
anâlisis anatomopatolôgico del encéfalo mostrô un patrôn de lesiones muy semejante al 
descrito en la tembladera ovina. Desde entonces, se han diagnosticado mas de 180.000
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casos en el mundo (Anderson et al., 1996). La situaciôn provocô una gran alarma social 
no ùnicamente por las pérdidas econômicas sufridas en el sector ganadero, sino sobre 
todo por la apariciôn en el hombre de una variante de encefalopatia espongiforme, 
conocida como la nueva variante de Creutzfeldt-Jakob (nvCJD) y su demostrada 
vinculaciôn al consumo de productos câmicos procedentes de ganado vacuno afectado 
por EEB (Bruce et al., 1997; Prusiner, 1997). Desde entonces, los gobiemos de los 
paises afectados han destinado grandes sumas econômicas al desarrollo y mejora de 
métodos de diagnôstico y a la investigaciôn en tomo a las Encefalopatias espongiformes 
transmisibles (EETs).
Un buen ejemplo de esta politica de investigaciôn résulta el trabajo aqui 
presentado, flnanciado gracias a la acciôn estratégica de investigaciôn frente a las EETs 
y seguridad alimentaria activada por el gobiemo espanol en el ano 2001 (EET 2001- 
4217-CO2-02).
1.2. Caracteristicas générales de la patogenia de las EETs.
La principal caracteristica de este grupo de enfermedades es la acumulaciôn en 
el cerebro de una isoforma patôgena del priôn (PrP^^), proteina que en su conformaciôn 
normal (PrP^ o proteina del priôn celular), se encuentra expresada en la membrana 
celular de forma constitutiva (Prusiner, 1991). A pesar de que ambas isoformas son 
idénticas en su secuencia primaria, la PrP^ *^  puede distinguirse fâcilmente de la PrP^ 
gracias a sus diferentes propiedades bioquimicas y biofïsicas, como son la formaciôn de 
agregados en presencia de detergentes y la resistencia poco habituai a la hidrôlisis por 
enzimas proteoliticas (Pan et al., 1993).
La apariciôn y consiguiente acumulaciôn de la isoforma patôgena es debida a un 
proceso postraduccional sobre la proteina celular como consecuencia de su probable 
interacciôn con PrP^ *^  (Gabizon and Pmsiner, 1990). Aunque los mecanismos 
moleculares de este proceso denominado transformaciôn, no son totalmente conocidos, 
ùnicamente parecen implicar cambios en la conformaciôn de la proteina (Borchelt et al.,
1990). Asi pues, para la producciôn de proteina infectiva es necesaria la presencia de la 
isoforma celular, capaz de ser transformada. El hecho de que los ratones PrPKO (del 
inglés knock out, ratones en que el gen codificante para la PrP habia sido inactivado), 
fueran totalmente resistentes a la enfermedad tras la inoculaciôn intracraneal con 
priones infecciosos, demostrô defmitivamente esta teoria (Bueler et al., 1993).
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Ratificando esta teoria, la susceptibilidad a la infecciôn se pudo reestablecer 
simplemente reintegrando en su genoma el gen de la proteina del priôn (Fischer et al., 
1996).
A pesar del escepticismo inicial por parte de algunos investigadores, las nuevas 
evidencias presentadas en los ùltimos anos consolidan la teoria de “la proteina sola”, 
como la mas plausible para explicar la patogenia de las EETs. Por un lado, se ha 
demostrado la capacidad de reproducir la enfermedad mediante inoculaciôn intracraneal 
de fibras amiloides sintéticas de priôn (Legname et al., 2004). Por otro lado, se ha 
conseguido amplificar in vitro el material infeccioso mediante la técnica de la PMCA 
(del inglés, cyclic amplification of protein misfolding), material que résulta infectivo 
tras inoculaciôn experimental en ratones (Soto et al., 2005).
Las encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs) comprenden un grupo de 
enfermedades degenerativas del sistema nervioso central (SNC) que afectan tanto al 
hombre como a diferentes animales. Comparten muchas caracteristicas con otras 
enfermedades neurodegenerativas como son el Alzheimer, la enfermedad de Huntington 
y el Parkinson, en las que agente causal es una proteina constitutiva del organisme cuyo 
plegamiento es anômalo, pero difieren de éstas en que las EETs son de carâcter 
infeccioso y transmisible entre diferentes especies. Sin embargo y a pesar de que résulta 
necesario realizar estudios en mayor profundidad para ratificar la naturaleza infecciosa 
del Alzheimer, recientemente se ha descrito el carâcter infeccioso del péptido p- 
amiloide (Meyer-Luehmann et al., 2006).
Las EETs se caracterizan por la ausencia de lesiones macroscôpicas, siendo las 
lesiones microscôpicas encontradas: bilatérales, de distribuciôn difusa, no inflamatoria y 
afectando casi exclusivamente al SNC. Asi, para diagnosticar una encefalopatia 
espongiforme transmisible ha de observarse: Degeneraciôn espongiforme del tejido con 
la presencia de vacuolas, gliosis, degeneraciôn y muerte neuronal y depôsitos de PrP^  ^
en el neuropilo y en los somas neuronales.
Las EETs se pueden presentar como i) enfermedades con un origen genético, ii) 
enfermedades transmitidas por una fiiente de infecciôn exôgena y iii) enfermedades 
esporâdicas. En la tabla 1 se clasifican las diferentes EETs que afectan a humanos y 
animales descritas en funciôn de la especie hospedadora, de su origen y de sus posibles 
vias de transmisiôn.
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Ingestion de alimentos contaminados con el agente 
infeccioso de la EEB. Dos casos descritos debidos 




Desconocida. Se postula con mutaciones 




Exposiciones accidentales a tejidos contam inados 
con CJD 0 productos de tejidos contaminados.
Creutzfeldt-Jakob




Humano Mutaciones germinales en el gen de la PrPh.
Insomnio Familiar 
Fatal (IFF) Humano Mutaciones germinales en el gen de la PrPh.
Kuru Humano Rituales de canibalismo.
Scrapie Cabra y oveja
Ingesta de alimentos contaminados, transmisiôn 





Ganado vacuno Ingesta de piensos contaminados con el agente infeccioso de la EEB.
Enfermedad 
débilitante crônica.
Mula, ciervo negro, ciervo 
blanco, alce de montana y 
alce de America.
Ingesta de alimentos contaminados, transmisiôn 




Gato doméstico y felinos 
exôticos en cautividad 
(zoolôgico).
Ingesta de alimentos contaminados con el agente 
infeccioso de la EEB.
Encefalopatia 
transmisible del vison. Vison.
Ingesta de alimentos contaminados. Fuente 
desconocida.
Encefalopatia de 
ungulados exôticos Gran kudu, oryx arâbigo.
Ingesta de alimentos contaminados con el agente 
infeccioso de la EEB.
Tabla 1: Clasificacion de las encefalopatias espongiformes transmisibles que afectan a humanos y 
animales. Fuente: (Mabbott and MacPherson, 2006).
En el ser humano, las EETs reciben diversos nombres segùn la sintomatologia y 
signos clinicos encontrados e independientemente de su origen. Asi, la enfermedad 
causada por priones con mayor incidencia en humanos, la enfermedad de Creutzfeldt- 
Jakob (CJD), puede tener diversos origenes: esporâdico, familiar o iatrogénico. 
Mientras que la forma esporâdica supone el 85% de los casos, la iatrogénica ùnicamente 
supone el 1% del total de los casos. Ademâs del CJD, existen otros tipos de EETs, 
algunas con un origen infeccioso, como el kuru y la nueva variante de Creutzfeldt-Jakob 
(nvCJD) y otras con un origen genético, como el Insomnio Familiar Fatal (IFF) y la 
enfermedad de Gerstmann-Strâussler-Scheiker (GSS) (Prusiner, 1997). El 15% de 
enfermedades causadas por priones se deben a mutaciones germinales en el gen que
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codifica para la PrP (CJD familiar, GSS e IFF) (Collinge, 2001; Wadsworth et al., 
2003).
1.3. Enfermedades priônicas causadas por mutaciones en 
humanos.
Los casos de CJD familiar, GSS e IFF représentai! los très fenotipos principales 
de enfermedades por priones que contienen mutaciones en el gen que codifica para la 
proteina del priôn humano (PrPh), localizado en el cromosoma 20 (Prusiner, 2001). Se 
han descrito mas de 50 mutaciones que afectan a este gen, pero el 95% de los casos de 
esta enfermedad estân asociados, bien a la existencia de inserciones de 5 ô 6 
octapéptidos repetidos o bien a mutaciones puntuales que afectan a los codones 102, 
178, 200 ô 210 (Capellari et al., 2005). Adicionalmente, la susceptibilidad a la 
enfermedad y/o en el fenotipo de enfermedad se ve afectado por el polimorfismo 
existente en el codôn 129 del PrPh, que permite la presencia de una valina o de una 
metionina (Collinge et al., 1991; Lee et al., 2001; Mead et al., 2003; Palmer et al.,
1991). Asi, por ejemplo, la mutaciôn D178N (Asp*^*=>Gln) con una metionina en 
posiciôn 129 résulta en Insomnio Familiar Fatal (Goldfarb et al., 1992), mientras que la 
misma mutaciôn con una valina en posiciôn 129 résulta en un CJD familiar (Goldfarb et 
al., 1991b).
La patogenicidad de las moléculas del priôn mutadas, se debe de nuevo a un 
plegamiento anormal de la proteina, en este caso como consecuencia de la pérdida de 
puentes de hidrôgeno y puentes disulfuro necesarios para mantener la estructura natural 
de la proteina del priôn “normal” (PrP^) (Riek et al., 1998). En funciôn del lugar en que 
se produce la mutaciôn, la desestabilizaciôn de la PrP^ résulta diferente, aunque 
anômala en todos los casos descritos. Asi, la mutaciôn Al 17V (GSS) desestabiliza la 
conformaciôn de hélice a de la proteina del priôn “normal” (PrP^) en las posiciones 106 
a 126, dando lugar a una proteina anômala y patogénica (Frauenfelder et al., 1991).
1.3.1. Gerstmann-Strâussler-Scheinker (GSS)
La primera descripciôn de este sindrome se realizô en 1928 en una familia 
austriaca cuyos miembros presentaban ataxia cerebelar de progresiôn lenta acompanada 
de pérdidas cognitivas en el transcurso de la enfermedad (Gerstmann, 1928; Gerstmann 
et al., 1936). Los casos de GSS se caracterizan por una progresiôn en los signos
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cerebelares, degeneraciôn espongiforme de la materia gris y depôsitos de plaças 
amiloides.
La mutaciôn mas frecuente que da lugar a este sindrome es la que afecta al 
codôn 102 de la PrPh y transforma una prolina en una leucina (P102L) (Doh-ura et al., 
1989; Goldgaber et al., 1989; Hsiao et al., 1989) aunque otras mutaciones se dan con 
ffecuencia en determinados grupos étnicos (Yamada et al., 1993). Con una frecuencia 
menor se présenta la mutaciôn que afecta al codôn 117 de la PrPh y transforma una 
alanina en una valina (Al 17V) (Mastrianni et al., 1995).
Por ultimo, aunque existen, los casos de GSS esporâdicos, no asociados a ninguna 
mutaciôn en el gen de la PrPh, resultan mucho menos frecuentes (Liberski et al., 1998).
1.3.2. Insomnio Familiar Fatal (IFF).
Esta enfermedad fue descrita por primera vez en una familia italiana en 1986 
(Lugaresi et al., 1986) pero no fue hasta 1992 cuando esta enfermedad se incluyô dentro 
del grupo de enfermedades causadas por priones (Medori et al., 1992).
Se caracteriza por una desorganizaciôn compléta en los patrones del sueno, 
hiperactividad simpâtica y anormalidades endocrinas. Genéticamente présenta una 
mutaciôn del gen en la posiciôn 178, dando lugar a la sustituciôn del aminoâcido 
aspârtico por una asparragina (D178N).
La descripciôn de esta mutaciôn asociada al IFF despertô un gran escepticismo 
dado que la misma habia sido descrita previamente como caracteristica de CJD familiar 
(Goldfarb et al., 1991b). La soluciôn a este conflicto no tardô en llegar y en 1992 
Goldfarb describiô que este hecho era debido al polimorfismo del codôn 129: FFl se 
asocia a la mutaciôn D178N, Met 129 mientras que CJD va asociado a la mutaciôn 
D178N asociada a Val en posiciôn 129 (Goldfarb et al., 1992).
1.3.3. CJD familiar.
Los casos de CJD se caracterizan por una progresiôn subaguda de demencia, 
signos motores y degeneraciôn extensiva esponjosa de la sustancia gris cerebral, 
mayoritariamente acompanados de la formaciôn de plaças amiloides.
Los pacientes afectados por CJD familiar presentan un numéro variable de 
inserciones de octapéptidos repetidos en la regiôn N-terminal de la proteina o bien
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mutaciones puntuales en la misma. La mutaciôn E200K, que afecta al codôn 200 de la 
PrPh y transforma un glutâmico en una Usina, es la de mayor incidencia en este fenotipo 
(Goldfarb et al., 1991a).
1.4. La proteina del priôn celular: PrP^
La proteina del priôn celular o PrP^ es una sialoglicoproteina anclada en la 
membrana plasmâtica por una molécula de glicofosfatidilinositol (GPI) (Caughey and 
Raymond, 1991; Stahl et al., 1987) y asociada a microdominios ricos en colesterol y 
esfîngolipidos insolubles a los detergentes (Kooyman et al., 1998). Esta constituida por 
una cadena polipeptidica de aproximadamente 250 aminoâcidos (Prusiner, 1993) y su 
peso molecular oscila entre 33 y 35 KDa, dependiendo del grado de glicosilaciôn 
(Harris, 1999a; Harris, 1999b).
La PrP^ estâ codificada por un gen de copia unica localizado en el brazo corto 
del cromosoma 20 en el hombre, en el cromosoma 2 en ratôn y en el cromosoma 13 en 
el caso de la vaca. La secuencia genética del mismo estâ altamente conservada en 
mamiferos, la homologia aminoacidica se encuentra entre un 80-90%. El gen se expresa 
de manera constitutiva prâcticamente en todos los tejidos, siendo su expresiôn mâs 
elevada en el tejido nervioso, fundamentalmente cerebro, cerebelo, médula e hipotâlamo 
(Chesebro et al., 1985).
A dia de hoy aùn no se han podido définir claramente las funciones concretas de 
la PrP^, pero se sabe que estâ implicada en diversas actividades taies como en el 
metabolismo del cobre en las neuronas (Brown et al., 1997; Bums et al., 2003; Jobling 
et al., 2001), en fenômenos de transmisiôn sinâptica (Collinge et al., 1994; Herms et al., 
1999) y fmalmente también se le atribuye una funciôn neuroprotectora (Lasmezas, 
2003).
Existen muchas otras funciones en las que parece que la PrP^ se ve implicada y a las 
que se harâ menciôn en el apartado 1.6., dado que estân relacionadas con el sistema 
inmunolôgico.
La proteina del priôn celular estâ constituida por 253 aminoâcidos en el hombre, 
254 en el ratôn y hâmster y por 256 en la vaca.
En la estructura primaria de la PrP^ (referida al priôn humano) se pueden diferenciar 
cinco regiones (Figura 1):
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Figura 1: Fsquema de la estructura primaria de la proteina PrP^ humana.
Region 1-22: Comprende el péptido senal que dirige a la proteina hacia el 
retfculo endoplasmâtico rugoso donde posteriormente sera escindido, antes de su 
transporte a través del aparato de Golgi.
Regiôn 23-91: En esta region se encuentran una serie de repeticiones de 
octapéptidos ricos en glicina y prolina muy conservados entre las diferentes especies. 
Estos octapéptidos son capaces de unir cobre y zinc (Lehmann, 2002). Posibles 
inserciones o deleciones en esta zona estân asociados a la apariciôn de enfermedades 
familiares en humanos.
Regiôn 92-135: Es una regiôn hidrofôbica altamente conservada y a la que se 
asocia un papel crucial en la conversiôn de PrP^ a PrP^  ^(Wegner et al., 2002).
Regiôn 136-231: En las posiciones 181 y 197 en que se encuentran dos 
aspârticos, existen 2 sitios de N-glicosilaciôn (Endo et al., 1989; Haraguchi et al., 1989) 
que permiten la incorporaciôn de azucares. Esta incorporaciôn de glùcidos es la 
responsable de la apariciôn de las très formas caracteristicas de esta proteina, 
representadas en la célula en proporciones distintas (entre paréntesis): no glicosilada 
(5%), monoglicosilada (25%) y biglicosilada (70%). Dos cisteinas en las posiciones 179 
y 214 permiten la formaciôn de un puente disulfuro intracatenario (Welker et al., 2002). 
En la posiciôn 231 existe una serina capaz de unirse al grupo glicofosfatidilinositol 
(GPI) responsable del anclaje de la proteina a la membrana celular (Stahl et al., 1987).
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Region 232-253: Corresponde a una regiôn C-terminal hidrofôbica que actùa 
como péptido senal para el anclaje del grupo GPI y que es degradada durante la 
maduraciôn de la proteina (Stahl et al., 1987).
La estructura secundaria madura de la proteina del priôn celular esta 
compuesta por un 42% de a-hélice y un 3% de lamina p, detectado por medio de 
difracciôn inffarroja transformada de Fourier (Pan et al., 1993).
La estructura terciaria consiste en très a-hélices que conforman un nùcleo 
ordenado en el extremo carboxilo terminal de la molécula y una zona amino terminal 
desestructurada y flexible (Zhang et al., 2000) (Figura 2).
Figura 2: Ësquema estructura terciaria PrP^. En rojo se representan las a-hélices y en azul las 
laminas p. Figura obtenida de la revista Journal of Biological Chemistry (Ziegler et al., 2003).
1.5. Proteina del priôn patôgena: PrP^'
La PrP^  ^ es la isoforma anômala y patôgena de la PrP^ responsable de las 
encefalopatias espongiformes transmisibles.
Existen varias caracteristicas diferenciales entre ambas isoformas de la proteina 
del priôn: i) La PrP^  ^ es insoluble en detergentes no iônicos, mientras que la PrP^ es 
soluble (Meyer et al., 1986), ii) La PrP^  ^es mâs resistente a proteolisis que la PrP^. Asi, 
mientras que la PrP^ se digiere totalmente tras la digestiôn con proteasas a una 
concentraciôn, tiempo y temperatura determinados (Chen and Gambetti, 2002), la PrP^  ^
se digiere sôlo parcialmente, quedando un nùcleo resistente de 27-3 OkDa, caracteristica 
diferencial de la PrP^ y en la que estâ basado uno de los métodos de diagnôstico de las 
EETs, iii) La PrP^^ présenta aspecto de fibrillas o bastoncillos cuando se observa al 
microscopio electrônico, tras su purifîcaciôn mediante ultracentrifugaciôn diferencial.
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Estas agregaciones se denominan SAF (del inglés, Scrapie Associated Fibrils o Prion 
Rods) y corresponden a polimeros de PrP^ .^
Como ya se ha comentado anteriormente, la PrP^ y la PrP^  ^ se diferencian 
ùnicamente en su estructura secundaria y terciaria. La PrP^  ^ tiene un contenido de un 
43% de lamina P y un 30% de a-hélice frente a la PrP^ que contiene un 43% de a-hélice 
y un 3% de lamina P (Cohen et al., 1994; Huang et al., 1996; Wille et al., 2002). La 
diferencia estructural entre ambas isoformas détermina el plegamiento diferencial, 
haciendo que la PrP^  ^ adquiera un plegamiento anômalo cuya consecuencia es la 
formaciôn de complejos supramoleculares que se acumulan y que caracterizan la 
enfermedad (Figura 3).
Figura 3: Ësquema estructura terciaria PrP^  ^ En rojo se representan las a-hélices y en azul las 
laminas p. Figura obtenida de la revista Journal of Biological Chemistry (Ziegler et al., 2003).
1.5.1. Transformacion de la proteina del priôn a la isoforma patôgena y el 
fenômeno de barrera de especie.
El mecanismo exacto de conversiôn de PrP^ en PrP^  ^no se conoce con certeza. 
La PrP^ sufre una transformaciôn postraduccional a PrP^  ^ (Prusiner, 1991; Prusiner, 
1997) que se caracteriza por un cambio drâstico en las propiedades bioquimicas de la 
proteina (Prusiner, 1997; Taraboulos et al., 1992).
La PrP^  ^ se auto propaga mediante una reacciôn autocatalitica implicando ésta 
una interacciôn estrecha entre la PrP^ endôgena y la PrP^  ^ exôgena (Cohen and 
Prusiner, 1998; Prusiner et al., 1998). Para explicar este fenômeno de conversiôn han 
sido descritos varios modelos (Caughey et al., 1995; Cohen and Prusiner, 1998; Jeffrey 
et al., 1995; Masel and Jansen, 2001; Masel et al., 1999; Prusiner et al., 1983).
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En todo caso, este tipo de cambios postraduccionales no parecen ùnicos de los 
priones, habiéndose descrito en levadura al menos dos casos distintos: para la proteina 
reguladora del nitrôgeno (Ure2p) y para el factor de terminaciôn del ribosoma (Sup35). 
En ambos casos, las proteinas suffen procesos postraduccionales mediante los cuales su 
conformaciôn se hace abundante en laminas (3, adquiriendo resistencia a proteasas 
(Sparrer et al., 2000). El mecanismo mediante el cual se da esta transformaciôn tampoco 
ha podido ser establecido hasta el momento actual.
Un fenômeno observado en las EETs es el fenômeno de la barrera de especie 
que se define como la dificultad de transmisiôn de priones en una especie diferente a la 
de origen del inôculo (Dickinson, 1976). Dicha barrera es ffuto de un efecto 
acumulativo de factores taies como la eficiencia de conversiôn y la patologia generada 
por la cepa seleccionada (Kimberlin et al., 1987; Kimberlin et al., 1989). Incluso se ha 
sugerido que este fenômeno depende de la incompatibilidad de secuencias entre la PrP 
de los animales donante y receptor (Prusiner et al., 1990).
Acompanado al hecho de que no todos los animales sucumben a la enfermedad cuando 
son inoculados con PrP^  ^ procedente de otra especie, se observa un periodo de 
incubaciôn mucho mâs largo del caracteristico de esta cepa en su especie original. 
Curiosamente estos tiempos de incubaciôn se reducen a lo largo de pases sucesivos en 
la nueva especie, hasta que finalmente se estabilizan, implicando un fenômeno de 
“adaptabilidad” semejante al que ocurre para patôgenos clâsicos: virus y bacterias.
1.6. Implicacion del sistema inmunolôgico en la patogénesis de las 
EETs.
La acumulaciôn del agente infeccioso en tejidos linfoides résulta un requisito 
fundamental para el desarrollo de la enfermedad, como queda demostrado por diversos 
hechos: i) La ausencia de plaças de Peyer en ratones inoculados oralmente con scrapie 
impide la neuroinvasiôn (Prinz et al., 2003b), ii) El desafio intra-peritoneal con scrapie 
en ratones esplenectomizados tampoco produce neuroinvasiôn (Fraser and Dickinson, 
1970), iii) Bloquear la acumulaciôn del agente infeccioso en los nôdulos linfâticos 
impide la invasiôn del sistema nervioso (Mohan et al., 2005a).
El tiempo de permanencia del priôn en los tejidos linfoides y la magnitud de la 
implicaciôn de cada uno de ellos puede variar considerablemente en funciôn del
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hospedador y de la cepa de priôn (Foster et al., 2001; Glatzel et al., 2003; Jeffrey et al., 
2002; Terry et al., 2003; Wadsworth et al., 2001)
Como ha sido comentado anteriormente, para que la PrP^  ^se pueda acumular en 
los tejidos linfoides se hace necesario que interaccione con la proteina celular en las 
células del sistema inmunolôgico. De este modo, la PrP^ se expresa en i) los linfocitos, 
viéndose implicada en diversas rutas de senalizaciôn (Bainbridge and Walker, 2005; 
Cashman et al., 1990; Li et al., 2001; Mattel et al., 2004), ii) en macrôfagos, donde la 
PrP^ puede considerarse un marcador de activaciôn (directo o indirecto) que sufre el 
macrôfago tras una infecciôn (Brown and Besinger, 1998; Hutter et al., 2003), iii) en 
células dendriticas donde la PrP^ parece ser capaz de inducir la maduraciôn de las 
mismas (McBride, 2005).
Todas las EETs se caracterizan por un periodo de incubaciôn asintomâtico muy 
largo que en humanos puede variar entre 1,5 y 40 anos (Hilton, 2006). Este periodo de 
incubaciôn tan largo se debe entre otros motivos, a la ineficiente replicaciôn del agente 
infeccioso, que a su vez retarda su acumulaciôn a la concentraciôn necesaria para que 
tenga lugar la neuroinvasiôn.
Existen una serie de pasos criticos en la patogénesis de las EETs: la entrada del 
agente infeccioso (en el caso de que este sea su origen), su acumulaciôn en 
determinados tejidos, su replicaciôn intracelular y su transporte final al sistema nervioso 
central donde causa las lesiones. Las células del sistema inmunolôgico han demostrado 
jugar un papel fundamental durante este proceso (Aucouturier and Camaud, 2002), por 
un lado amplificando la senal (permitiendo la replicaciôn de PrP^^) y por otro actuando 
como “caballo de Troya” transportando el material infeccioso al SNC, evitando ademâs 
su reconocimiento por parte de las defensas inmunolôgicas del organismo.
1.6.1. Fase de entrada del priôn.
Tras la ingesta de alimentos contaminados por priones (la ruta natural de 
infecciôn), estos deben en primer lugar, atravesar el epitelio intestinal (Figura 4) para 
poder accéder a los tejidos linfoides, que como veremos mâs adelante, resultan 
esenciales para que la infecciôn por priones progrese. Mediante sistemas in vitro, ha 
podido comprobarse que el agente causal del scrapie es capaz de penetrar a través de las 
células M del epitelio intestinal (Heppner et al., 2001a), via de entrada de numerosos 
microorganismos (Neutra et al., 1996). A pesar de que son necesarios estudios in vivo
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que lo confirmen, la resistencia de ratones con un numéro bajo de plaças de Peyer (y por 
tanto de células M) al desafio oral con priones, parece ratificar esta teoria (Prinz et al., 
2003b).
El hecho de que las células M estén especializadas en intemalizar antigenos para 
su râpida diseminaciôn hacia otras células distribuidas por el epitelio taies como 
macrôfagos, linfocitos y células dendriticas (CDs) (Neutra et al., 1996), facilitaria su 
distribuciôn por sistema inmunolôgico.
Recientemente se ha barajado la posibilidad de que para atravesar la barrera 
epitelial intestinal, el priôn pudiera utilizar una via altemativa de entrada utilizando 
mecanismos de endocitosis dependientes de ferritina, présentés en células epiteliales 
Caco-2 (Mishra et al., 2004). El hecho de que el nùcleo resistente a proteasas de PrP^  ^
sea capaz de formar complejos proteicos asociados a ferritina, junto con la abundancia 
de ésta en los alimentos câmicos, apoyan esta teoria.
Mientras que la ruta oral de infecciôn se considéra lenta y poco eficaz, la 
infecciôn de priones a través de escarificaciones en la piel es una ruta de infecciôn 
altamente efectiva (Carp, 1982; Taylor et al., 1996). Mientras que unos autores 
defienden el papel de las CDs de la piel en esta infecciôn, otros apuestan por la entrada 
del agente infeccioso desde la piel a los nervios periféricos. Esta ùltima hipôtesis 
vendria avalada por la velocidad con que se disemina la PrP^  ^hasta el sistema nervioso 
central en este caso.
1.6.2. Fase de transporte del priôn a los sitios de acumulaciôn y replicaciôn
Cuando la proteina de priôn ha atravesado el epitelio intestinal, llega a una 
invaginaciôn intraepitelial de las células M denominada bolsillo intraepitelial. Desde 
aqui, el agente infeccioso podria ser transportado por células B, T, macrôfagos o células 
dendriticas situados en la lâmina propia epitelial, hacia los tejidos linfoides donde se 
encuentran las células dendriticas foliculares (CDFs), células que como veremos mâs 
adelante, juegan un papel fundamental durante las fases de replicaciôn y acumulaciôn 
del priôn infeccioso. A pesar de que los tipos celulares implicados en el transporte del 
priôn varian dependiendo tanto del tipo de priôn de que se trate como de la ruta de 
infecciôn, a continuaciôn se intentarâ resumir los aspectos mâs relevantes de esta etapa 
descritos en la literatura.
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A pesar de que los linfocitos se localizan en el “bolsillo” intraepitelial de las 
células M, no parecen estar implicados en el transporte del agente infeccioso tras la 
exposiciôn intra-intestinal, dado que no presentan altos niveles de PrP^^ en ningùn 
momento durante el transcurso de la enfermedad (Huang et al., 2002).
El papel de los macrôfagos résulta controvertido, al menos in vitro se ha 
demostrado que juegan un papel protectivo, limitando la infectividad de los priones 
(Carp and Callahan, 1981; Carp and Callahan, 1982). Esta teoria parece venir avalada 
por el hecho de que tratamientos in vivo con diclorometileno bifosfanato (DP), que 
depleciona temporalmente los macrôfagos, provoca la râpida acumulaciôn del priôn en 
tejidos linfoides tras el desafio oral (Maignien et al., 2005) o intraperitoneal (Beringue 
et al., 2000) con el agente infeccioso. No obstante, este dato no excluye la posibilidad 
de que el macrôfago tenga otros papeles en la patogénesis como pudieran ser el 
transporte o propagaciôn en fases mâs avanzadas de la enfermedad.
1.6.2.1. Las células dendriticas.
Estudios in vitro han demostrado que la célula dendritica es capaz de degradar el 
priôn mediante cistein proteasas (Luhr et al., 2004; Luhr et al., 2002; Mohan et al., 
2005c), indicando por tanto que, al menos a priori, la CD no séria un buen candidato del 
transporte del agente infeccioso a los ôrganos linfoides. Sin embargo, trabajos 
realizados por otros autores demuestran la existencia de un subtipo de CD capaz de 
captar y retener en su forma nativa la proteina infecciosa PrP^  ^ (Huang et al., 2002; 
Mohan et al., 2005c). Curiosamente, este subtipo celular es ùnico de entre las CDs, por 
su capacidad para migrar dentro de los foliculos de células B (Wykes et al., 1998), ârea 
de los ôrganos linfoides donde se localizan las CDFs (Bemey et al., 1999; Yu et al.,
2002). La capacidad demostrada de ciertos péptidos especifîcos del priôn de actuar 
como sustancias quimioatrayentes para las CDs, avalan aùn mâs el papel de este subset 
celular, al menos como transportadores del PrP^  ^(Kaneider et al., 2005; Kaneider et al.,
2003), incluso por qué no de manera independiente a las células M insertando sus 
dendritas entre las células epiteliales del intestine (Rescigno et al., 2001).
Mâs recientemente se ha defendido incluso el papel de las CDs como 
transportadores directes de PrP^  ^desde el intestine a las fibras nerviosas que inervan las 
plaças de Peyer en el intestine (Defaweux et al., 2005; Hosoi et al., 1993). Asi, la 
transferencia de priones a las terminaciones nerviosas del nervio esplénico y del nervio
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vago podria ocurrir fâcilmente en la region suprafolicular, sin que las CDFs 
intervinieran en el proceso (Aucouturier et al., 2001).
En resumen, aunque las células dendriticas parecen jugar un papel importante en 
la propagaciôn de los priones hacia el sistema nervioso central, no conviene olvidar su 
papel fagocitico por lo que podrian jugar a su vez un papel protector frente a la 
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Figura 4: Representacion de los posibles mecanismos utilizados por la molécula del priôn infeccioso 
para atravesar la barrera del epitelio intestinal. Fuente (Mabbott and MacPherson, 2006).
1.6.3. Fase de acumulaciôn del agente infeccioso.
Tras la exposiciôn inicial al agente infeccioso y antes de que tenga lugar la 
neuroinvasiôn, el priôn se acumula en tejidos linfoides: bazo, nôdulos linfâticos, 
tonsilas, apéndice y plaças de Peyer (Eklund et al., 1967; Hadlow et al., 1987; Hilton et 
al., 1998; Kimberlin and Walker, 1979; Sigurdson et al., 1999).
Evidencias expérimentales permitieron définir el tipo celular implicado en la 
propagaciôn de priones como de baja densidad (Clarke and Kimberlin, 1984), de 
extensa vida media y mitôticamente quiescente (Fraser and Farquhar, 1987). Las células
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dendromorfas de los foliculos linfoides o células dendriticas foliculares (CDF) cumplen 
estos requisitos (Aucouturier and Camaud, 2002; Kitamoto et al., 1991; McBride et al.,
1992) y ademâs poseen unos altos niveles de expresiôn de PrP^. También es el caso de 
los macrôfagos y los linfocitos, que junto a las CDF, han sido descritos como posibles 
candidatos responsables de la acumulaciôn y propagaciôn del agente infeccioso (Beekes 
and McBride, 2000; Jeffrey et al., 2000; van Keulen et al., 1996).
Mediante técnicas de inmunohistoquimica y microscopla electrônica sobre 
secciones de tejido cerebral de varias especies afectadas por EETs, se ha observado que 
el agente infeccioso se localiza preferentemente en las CDF y en los lisosomas de los 
macrôfagos de cuerpo tingible dentro de los centros germinales (Brown et al., 1999; 
McBride et al., 1992; van Keulen et a l, 1996). Una de las funciones de los macrôfagos 
dentro de los centros germinales es endocitar los inmunocomplej os (icosomas) 
atrapados en la superficie de las CDFs. Al igual que las CDFs, los macrôfagos son 
células radiorresistentes (con bajo indice mitôtico), por lo que, en principio, podrian 
estar involucradas en la acumulaciôn de infectividad tras una infecciôn periférica. Sin 
embargo, se pudo comprobar experimentalmente que la disminuciôn de la poblaciôn de 
macrôfagos incrementaba la acumulaciôn de PrP^  ^y que se reducian significativamente 
los tiempos de incubaciôn en bioensayos de ratôn (Beringue et a l, 2000). Este hecho 
sugiere, por un lado, que el papel de los macrôfagos consistirfa en la eliminaciôn de los 
agregados de PrP^ *^ , y, por otro, que la degradaciôn lisosômica de la PrP^  ^ en los 
macrôfagos debe ser un fenômeno menos eficiente que la trasformaciôn de PrP^ a PrP^  ^
(Brun et a l, 2003).
Por tanto, mientras que las CDF parecen jugar un papel fundamental en la 
acumulaciôn temprana y replicaciôn del priôn, el papel principal de los macrôfagos 
séria impedir la acumulaciôn del agente infeccioso eliminando los agregados de PrP^ .^
1.6.3.1. Las células dendriticas foliculares.
Las células dendriticas foliculares (CDFs) estân ubicadas en los foliculos 
primarios de células B y en los centros germinales de los tejidos linfoides. A diferencia 
de las células dendriticas, las CDF son un linaje diferente derivadas de precursores no 
hematopoyéticos (Kapasi et a l, 1993; Shortman and Liu, 2002) y no tienen funciones 
fagociticas ni migratorias (Imazeki et a l, 1992). Las CDF poseen largas dendritas 
capaces de atrapar y retener antigenos en su estado nativo y debido a que son células de
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extensa vida media, pueden retener estos antigenos durante meses e incluso anos 
(Mandel et al., 1980). Dada la asociaciôn de las CDF a las células B se ha sugerido que 
las CDF podrian tener jugar un papel relevante durante la generaciôn de respuestas de 
anticuerpos y en mantener la memoria inmunolôgica, aunque también se han asociado a 
muchas otras funciones (Haberman and Shlomchik, 2003; Kosco-Vilbois, 2003).
En lo que se refiere a la infecciôn con priones, varios autores han demostrado la 
importancia de este tipo celular en los momentos tempranos de la infecciôn; es decir, en 
las fases de acumulaciôn y replicaciôn del agente infeccioso.
En ausencia de células foliculares dendriticas, la neuroinvasiôn se ve retrasada y 
la susceptibilidad a la enfermedad reducida (Mabbott et al., 2000a; Mabbott et al., 2003; 
Mohan et al., 2005b; Montrasio et al., 2000). Mediante estudios in vitro se ha podido 
confîrmar que las CDFs expresan altos niveles de PrP^ (requisito necesario para la 
replicaciôn del agente infeccioso) (Brown et al., 1999) y que la PrP^  ^ se acumula en el 
plasmalema y entre los espacios extracelulares alrededor de las dendritas (Jeffrey et al., 
2000).
Para mantener a las CDFs en sus diferentes estados de maduraciôn, son 
imprescindibles los estimulos de citoquinas procedentes de las células B (Mackay and 
Browning, 1998), entre los que la linfotoxina de membrana (LT aiPi) y el factor de 
necrosis tumoral (TNF a), juegan un papel fundamental. El bloqueo de los receptores 
LTp o TNF, provoca la depleciôn temporal de las CDF (Mackay and Browning, 1998) y 
reducen la susceptibilidad a la enfermedad (Mabbott et al., 2000a; Mabbott et al., 2002; 
Mabbott et al., 2003; Mohan et al., 2005a; Montrasio et al., 2000), de un modo parecido 
a lo que ocurre en ratones carentes de células B (Klein et al., 1997; Mabbott et al., 
2000b; Prinz et al., 2002).
Demostrada la importancia de las CDF en la patogénesis de las EETs, la 
siguiente cuestiôn es el modo en que el priôn es captado por este tipo celular. 
Normalmente, los antigenos captados por la CDFs se encuentran en forma de inmuno­
complej os antigeno-anticuerpo y/o componentes del complemento. Las CDF reconocen 
los inmunocomplej os a través de la del receptor Fc del anticuerpo y/o a través de los 
receptores CRI y CR2 del complemento (Yoshida et al., 1993). Mientras que 
deficiencias en los receptores Fc no afectan a la acumulaciôn de priones, la ausencia de 
componentes del complemento (Clq, C2, C3 y factor B) o la ausencia de receptores de 
los mismos si afectan a su acumulaciôn en bazo (Klein et al., 2001; Mabbott et al.,
2001). Ademâs, estudios preliminares han demostrado que C lq es capaz de unirse a una
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PrP estructuralmente modificada (Blanquet-Grossard et al., 2005), sugiriendo que tras la 
exposiciôn al priôn infeccioso este es opsonizado por componentes del complemento. 
En este caso, el complejo priôn-complemento podria unirse a los receptores de 
complemento CR1/CR2 présentes en la superficie de las CDF. El hecho de que los 
anticuerpos no jueguen un papel relevante en la captaciôn del priôn infeccioso por parte 
de las CDF encaja con la ausencia de inducciôn de anticuerpos especifîcos durante la 
infecciôn
Otra posibilidad que se baraja actualmente para explicar la acumulaciôn de 
priones en la CDF es que la forma infecciosa del priôn sea capaz de unirse directamente 
a la PrP^ expresada en la CDF como si se tratara de un receptor (Mabbott and 
MacPherson, 2006).
1.6.4. Fase de transporte de la proteina del priôn infecciosa desde los 
tejidos linfoides hasta el sistema nervioso central.
Aunque el modo en que el agente infeccioso viaja desde las células foliculares 
dendriticas hasta las células del SNC no se conoce al detalle, lo que si esta claro es que 
no puede deberse a una sinapsis directa, ya que anatômicamente ambos tipos celulares 
se encuentran distantes (Defaweux et al., 2005). Una de las teorias mâs aceptadas es que 
las fibras del sistema nervioso periférico actùen como intermediarias de este transporte. 
Asi, por ejemplo, las CDF localizadas en las âreas ricas en células B del bazo (o de 
cualquier otro ôrgano linfoide), sean capaces de interaccionar con las fibras nerviosas 
que lo inervan (Figura 5). De acuerdo con esta teoria, Prinz y colaboradores han 
demostrado que en funciôn de la distancia existente entre las CDFs infectadas y los 
nervios periféricos la neuroinvasiôn se da mâs tardia o tempranamente (Prinz et al., 
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Figura 5: Representacion de los posibles mecanismos utilizados por la molécula del priôn infeccioso 
para transportarse desde las CDF hasta el sistema nervioso central, utilizando como intermediarias 
a las fibras nerviosas que inervan los ôrganos linfoides. Fuente (Mabbott and MacPherson, 2006). 
AC: Arteriola Central.
No se puede descartar que esta transferencia pueda darse también a través de 
exosomas liberados por las CDFs. Los exosomas son vesiculas secretadas desde la 
membrana plasmâtica que han sido descritos como transmisores de patôgenos 
intracelulares de célula a célula. Ademâs de en CDF, los exosomas han sido descritos en 
muchos tipos celulares taies como células dendriticas, linfocitos, reticulocitos, células 
epiteliales, etc. (Denzer et al., 2000; Février et al., 2004). Tienen un diâmetro 
aproximado de 30-100nm, son de origen endocitico y estân enriquecidos en proteina 
(Thery et al., 2002). La funciôn de los exosomas no se conoce con exactitud, pero 
posiblemente sea la eliminaciôn de proteinas degradadas endosomal o lisosomalmente. 
Se han descrito como potentes inmunoestimuladores asi como buenos transportadores
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de antigenos de célula a célula. Con estas caracteristicas, los exosomas han sido 
descritos como los “caballos de troya” en la transmisiôn de muchos patôgenos, taies 
como el VIH en el que se ha descrito que utiliza los exosomas para la replicaciôn y 
propagaciôn del mismo (Gould et al., 2003; Nguyen et al., 2003). Es conocido que los 
exosomas poseen proteinas de anclaje por glicofosfatidil-inositol (GPI), incluida la PrP^ 
y en un estudio reciente se ha demostrado la capacidad de los exosomas de liberar la 
forma infecciosa PrP^ *^  (Février et al., 2004). De este modo se puede hipotetizar la 
posible implicaciôn del exosoma como “caballo de troya” del agente infeccioso 
liberândose desde una célula infectada a una no infectada.
Una vez alcanzado el sistema nervioso periférico, el PrP^  ^puede llegar al SNC 
por muy diversas rutas, dependiendo entre otras, de la cepa de PrP^  ^ y de la especie 
animal de que se trate. Asi, en rumiantes desafiados oralmente con scrapie se ha 
demostrado que el agente causal del es capaz de alcanzar el SNC a través del sistema 
nervioso entérico, utilizando tanto fibras nerviosas del sistema simpâtico y 
parasimpâtico (Baldauf et al., 1997; Beekes et al., 1996; Beekes and McBride, 2000; 
Beekes et al., 1998; McBride and Beekes, 1999; McBride et al., 2001; Heggebo et al., 
2003; van Keulen et al., 2000). Esta via de entrada al SNC a través del sistema nervioso 
entérico ha sido descrita ademâs en mulas infectadas con la enfermedad débilitante 
crônica (Sigurdson et al., 2001) y en humanos afectados por la nvCJD (Haik et al., 
2003).
De una manera totalmente independiente a lo descrito hasta ahora, se ha 
postulado la posibilidad de que la transferencia hacia el sistema nervioso central sea via 
hematôgena. De este modo, lo linfocitos y macrôfagos entrarian en contacte con el 
agente en los ôrganos del sistema linforreticular para llegar a la sangre a través de la via 
linfâtica. Una vez alli, seguirian el torrente sanguineo hasta el SNC y atravesarian la 
barrera hematoencefâlica por medio de los macrôfagos perivasculares y células de la 
glia limitantes (Dealler, 1997; Maignien et al., 1999). Como apoyo a esta hipôtesis 
existen trabajos que demuestran la presencia de PrP^“^ en las leptomeninges y en las 
células endoteliales de los vasos sanguineos del plexo coroideo (Jeffrey et al., 1998; 
Lemaire-Vieille et al., 2000).
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1.7. Terapias y profilaxis frente a las enfermedades causadas por 
priones.
En humanos, las enfermedades causadas por priones tienen tiempos de 
incubaciôn muy largos (desde anos a décadas), una fase clinica muy breve (meses), no 
existe un diagnôstico preclinico y la enfermedad es de desenlace fatal.
Un gran problema de las EETs, junto a todas las enfermedades 
neurodegenerativas, es que la posible terapia debe dirigirse necesariamente al sistema 
nervioso central, lo cual supone que debe ser capaz de atravesar la barrera 
hematoencefâlica.
En las situaciones en que la infecciôn por priones se produce periféricamente 
(infecciôn oral o intraperitoneal), la utilizaciôn de terapias y/o profilaxis podrian tener 
mâs probabilidades de éxito si se aplican en etapas tempranas de la infecciôn, antes de 
que el agente infeccioso llegue al SNC.
Asi pues, résulta necesario desarrollar herramientas profilâcticas contra estas 
enfermedades, a pesar de que el numéro de afectados sea relativamente bajo 
(aproximadamente 160 personas han sido diagnosticadas con la nvCJD en el mundo 
hasta el momento), sobre todo pensando en el numéro de personas asintomâticas 
potencialmente infectadas (la infecciôn puede durar décadas) (Trevitt and Collinge, 
2006).
En lo que se refiere a las otras etiologias de la enfermedad (iatrogénica, familiar 
y esporâdica), no necesita justificaciôn el desarrollo de vacunas o medidas profilâcticas 
capaces de protéger o paliar la enfermedad a grupos de riesgo.
1.7.1. Bloqueo de los componentes implicados en la conversion de PrP^ a 
PrP^L
Cada dia existen mâs evidencias de que la proteina infecciosa por si misma en 
un sistema in vivo no résulta directamente neurotôxica, necesitando de entre otros 
factores, de la presencia de la PrP^ (los ratones PrPKO no se infectan) y ademâs, no 
siempre parece existir una estrecha correlaciôn entre los depôsitos de PrP^  ^ y la 
severidad de la enfermedad (Bueler et al., 1994; Collinge et al., 1995; Hill et al., 2000; 
Hsiao et al., 1990; Lasmezas et al., 1997; Mallucci et al., 2003; Medori et al., 1992). 
Todos estos datos parecen sugerir que mâs que la acumulaciôn del PrP^‘^ /?er se, la clave
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de la patogénesis de las EETs reside en el proceso de conversion de PrP^ a PrP^ .^ Asi 
pues, cualquier estrategia terapéutica que pretenda ser eficaz frente a las EETs deberia ir 
dirigida a frenar éste. Finalmente, para validar una buena terapia o profilaxis résulta 
fundamental tener en cuenta la cepa de priôn de que se trata, la especie afectada y la ruta 
de inoculaciôn del agente infeccioso, dado que la eficacia de ésta dependerâ de estas 
très variables.
En la bibliografia existen muchas lineas de investigaciôn abiertas dirigidas a 
generar una terapia efectiva frente al priôn. Entre las mâs prometedoras, nos 
encontramos con la utilizaciôn de: aptâmeros de ARN que bloquean la PrP^ y 
consecuente producciôn de PrP^  ^ de novo (Proske et al., 2002; Rhie et al., 2003); 
sustancias que inhiben las cascadas de senalizaciôn intracelular en que la PrP^ se ve 
implicada (Bate et al., 2004; Ertmer et al., 2004; Nordstrom et al., 2005; Shaked et al.,
2003) y sustancias quimicas que interfieren directa o indirectamente en el proceso de 
conversiôn de PrP^ a PrP^ *^ . Entre estas sustancias encontramos el rojo congo (Caughey 
and Race, 1992), amphotericina B (Pocchiari et al., 1987), antraciclinas (Tagliavini et 
al., 1997), polianiones sulfatados (Caughey and Raymond, 1993), porfirinas (Priola et 
al., 2000), poliaminas (Supattapone et al., 2001), péptidos “rompedores” de hojas P 
(Soto et al., 2000) y curcumina (Caughey et al., 2003). A pesar de que ninguna de estas 
estrategias ha resultado lo suficientemente efectiva para ser actualmente empleada como 
una terapia anti-priôn (Aguzzi and Sigurdson, 2004), muchas resultan lo 
suficientemente prometedoras como para seguir investigando sobre ellas.
Al igual que los ratones “artificialmente” privados del gen del priôn (PrPKO), 
son resistentes a la enfermedad, existen “variantes naturales” del priôn resistentes a la 
transformaciôn a forma infecciosa. Asi, en ovejas y en humanos han sido descritas dos 
mutaciones naturales en el gen que codifica para la proteina PrP, Q167R y Q218K, 
respectivamente que confieren resistencia trente a scrapie y CJD (Goldmann et al., 
1994; Shibuya et al., 1998). La expresiôn transgénica de estas mutaciones en ratones los 
hace resistentes al desafio con priones (Perrier et al., 2002). Actualmente se estâ 
estudiando la posibilidad de seleccionar animales (ovejas y vacas) genéticamente 
resistentes a la enfermedad para evitar futuras epidemias. Del mismo modo, la futura 
aplicabilidad de estas mutaciones en protocolos de terapia génica se ha barajado como 
posible herramienta de fiituro para luchar contra las enfermedades causadas por priones.
Uno de los resultados mâs esperanzadores en este aspecto procédé de 
experimentos de bloqueo de la PrP^ y la consecuente imposibilidad de ser transformada
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por la isoforma infecciosa, utilizando ratones transgénicos que expresan ademâs su 
proteina normal, la proteina PrP murina compléta fusionada a la porciôn Fc de la IgGi 
humana (ratones PrP-Fcz), incapaz de ser transformada a PrP^  ^ (Meier et al., 2003). El 
notable retraso en los tiempos de incubaciôn en los ratones transgénicos se debe 
posiblemente a una competencia entre la PrP^ y la PrP fusionada por unirse a la 
isoforma infecciosa. A pesar de lo prometedor de estos resultados, séria necesario 
realizar estudios en los que se demuestre el efecto del transgen utilizando la PrP 
fusionada a Fc] como un producto biofarmacéutico
1.7.2. Estrategias basadas en la moduiacién del sistema inmunolôgico.
Independientemente de las estrategias descritas hasta el momento, una linea de 
trabajo que résulta muy prometedora es la relacionada la modulaciôn del sistema 
inmunolôgico con el fin de conseguir estrategias terapéuticas y/o profilâcticas frente a 
estas enfermedades, campo en el que el trabajo aqui presentado se encuadraria.
Ya en el ano 1973 Porter y colaboradores describieron las enfermedades 
producidas por priones como enfermedades que cursaban sin una respuesta 
inmunolôgica humoral detectable en el huésped afectado (Porter et al., 1973). A pesar 
de que a lo largo de esta introducciôn se ha abordado este tema, cabe recordar que a 
pesar de que la enfermedad viene producida por un antigeno propio, lo que dificulta su 
reconocimiento por parte del sistema inmunolôgico, al menos en fases tempranas de la 
infecciôn, existe una clara respuesta inflamatoria (Baker et al., 2004). A dia de hoy, 
existe una potente linea de investigaciôn encaminada a estimular el sistema 
inmunolôgico del huésped contra el priôn con el objetivo de conseguir estrategias 
terapéuticas o profilâcticas eficaces contra estas enfermedades.
De entre las estrategias inmunoterapéuticas y/o inmunopreventivas utilizadas 
hasta el momento, cabe destacar: la depleciôn células dendriticas foliculares, la 
estimulaciôn del sistema inmunolôgico innato y la utilizaciôn de anticuerpos especifîcos 
para inhibir la progresiôn de la enfermedad.
1.7.2.1. Depleciôn de las células dendriticas foliculares.
Ya ha sido comentado anteriormente el importante papel que desempenan las 
células foliculares dendriticas en el desarrollo de las enfermedades causadas por 
priones, tratândose de uno de los lugares principales de replicaciôn del priôn.
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La linfotoxina de membrana (LT aipi) y el factor de necrosis tumoral (TNF a) 
generados por las células B son necesarios en la diferenciaciôn y maduraciôn de las 
CDFs (Brown et al., 1999; Mabbott et al., 2000b) y el bloqueo en cualquiera de estas 
citoquinas da lugar a un incremento en el tiempo de incubaciôn de la enfermedad. Este 
hecho hizo pensar en la posibilidad de deplecionar temporalmente las CDFs como 
posible terapia en fases tempranas de una infecciôn por priones. Con este objetivo en 
mente, se administrô una inmunoglobulina fusionada al receptor de la linfotoxina beta 
(LT P-R-Ig), tratamiento capaz de bloquear la maduraciôn de las CDFs inhibiendo la 
cascada de senalizaciôn que conduce a la expresiôn de estas linfotoxinas. Curiosamente, 
el efecto del tratamiento de ambos dependia del momento y la ruta de administraciôn. 
Asi por ejemplo, si la proteina de fusiôn se administraba tras el desafio intraperitoneal 
de scrapie (en una fase temprana), los animales quedaban protegidos (Mabbott et al., 
2000a; Mabbott et al., 2003; Montrasio et al., 2000), mientras que si el tratamiento se 
aplicaba antes del desafio intraperitoneal, la protecciôn era total para algunos animales 
mientras que en otros ùnicamente retrasaba la apariciôn de la enfermedad (Mabbott et 
al., 2003). Por otro lado, el tratamiento con LT p-R-Ig inmediato tras el desafio oral con 
scrapie evitaba totalmente la apariciôn de la enfermedad, no observândose depôsitos de 
PrP'^ ®* en el cerebro de los animales (Mabbott et al., 2003). Sin embargo, el tratamiento 
administrado 14 dias post desafio oral no tuvo ningùn efecto en el desarrollo de la 
enfermedad (Mabbott et al., 2003), lo cual indicaria que la entrada del priôn en el 
sistema neuronal ocurre râpidamente tras el desafio oral. Finalmente, el desafio a través 
de escarificaciones de la piel dio como resultado una mejora del tratamiento cuando éste 
era administrado previo al desafio (similar a la ruta intraperitoneal) (Mohan et al., 
2005a).
A pesar de las limitaciones del método, este tipo de terapias podrian resultar de 
utilidad en el futuro para el tratamiento de aquellos individuos conscientes de haber sido 
infectados o como método preventivo para el personal con alto riesgo de ser infectados 
(enfermeros, etc.). Del mismo modo, séria interesante explorar las posibilidades de esta 
metodologia para prévenir el desarrollo de encefalopatias hereditarias.
1.7.2.2. Estimulaciôn del sistema inmunolôgico innato.
La respuesta inmunolôgica innata actùa como una primera barrera de agresiones 
del exterior, bien consecuencia de la infecciôn con un patôgeno (virus, bacteria.
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parâsitos...) o bien de cualquier otra naturaleza como podria la exposicion a un 
adyuvante o a otras sustancias inmunoestimuladoras. Varios son los actores que 
intervienen en la respuesta innata, jugando un papel prédominante las células 
dendriticas, los macrôfagos y las células NK (células asesinas naturales), asi como 
quimiocinas y chemocinas que éstas secretan moduladores quimicos responsables 
finales de la acciôn de defensa (Byme and Halliday, 2002; Foti et al., 2006; Young and 
Ortàldo, 2006). De entre las quimiocinas mas relevantes para el sistema inmunolôgico 
innato, nos encontramos con los interferones, citoquinas que ban demostrado ser 
capaces de inhibir, por ejemplo, evoluciones virales eficientemente. Sin embargo, el 
tratamiento con interferon o con estimuladores de interferon en ratones infectados con 
scrapie no parece tener un efecto en la progresiôn de la enfermedad (Allen and 
Cochran, 1977; Field et al., 1969; Gresser et al., 1983; Gresser and Pattison, 1968; 
Worthington, 1972). Estos mismos resultados se reprodujeron en monos infectados con 
CJD, scrapie y kuru (Amyx et al., 1984).
La administraciôn de citidil-guanil oligodeoxinucleôtidos (CpGs), 
concretamente de CpG 1826 es conocida por su estimulaciôn de la respuesta 
inrr.unolôgica innata en mamiferos (Lipford et al., 1998). En ratones infectados 
periféricamente con scrapie se ha observado un leve incremento en los tiempos de 
incubaciôn cuando CpG 1826 fue administrado inmediatamente tras la infecciôn y 
diaiiamente durante 4 dias. Cuando este tratamiento fue prolongado durante 3 semanas, 
la aparicion de las sintomatologia se retrasô aproximadamente 149 dias (Sethi et al.,
2002). El mecanismo por el cual se produce este retraso no es conocido, los autores 
hipotetizan con la posibilidad de que tras el desafio con scrapie y la administraciôn de 
CpG 1826 se generan anticuerpos trente al priôn responsables de este retraso (Sethi et 
al., 2002). Sin embargo, se ha observado que la administraciôn repetida de CpGs da 
lugar a la destrucciôn de los foliculos linfoides (lugares de amplifîcaciôn del priôn) y 
una consecuente inmunosupresiôn, hechos que pueden explicar el efecto protectivo 
tratamiento (Heikenwalder et al., 2004). Asi pues, a dia de hoy la utilizaciôn de CpGs 
como terapia anti priôn es inviable dados sus efectos tôxicos asociados a la 
administraciôn repetida. Debe tenerse en cuenta que uno de los efectos del tratamiento 
con CpGs es una expansiôn masiva de macrôfagos y células dendriticas. Ambos tipos 
celulares pueden jugar un importante papel en la degradaciôn o secuestro de la proteina 
infecciosa (Seringue et al., 2000) y, por tanto, dar lugar al retraso de la enfermedad.
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Tal y colaboradores ban descrito que el adyuvante de Freund completo, 
magniTico estimulador del sistema inmunolôgico innato, es capaz de retrasar 
ligeramente los tiempos de incubaciôn de la enfermedad en ratones tras el desafïo 
intraperitoneal o intracraneal con scrapie (Tal et al., 2003).
1.7.2.3. Terapias basadas en anticuerpos
Diversos autores ban descrito la capacidad de generar anticuerpos trente a la 
proteina del priôn utilizando distintas estrategias. Se ban generado en ratones normales 
y PrPKO inmunizando con priones puriticados (Bendheim et al., 1984) y con fibras 
asociadas a scrapie (SAFs) (Kascsak et al., 1987). Mas recientemente, se ha descrito la 
utilizaciôn de proteina recombinante del priôn como una buena estrategia para generar 
anticuerpos, tanto en ratones PrPKO (Seringue et al., 2003; iKhalili-Shirazi et al., 2005; 
Korth et al., 1997; Krasemann et al., 1996; White et al., 2003; Williamson et al., 1996) 
como en ratones normales (Gilch et al., 2003; Schwarz et al., 2003; Sigurdsson et al., 
2002; Souan et al., 2001).
Anticuerpos






Tipo celui»r en 








Inhiben la formaciôn PrP®'.
Linea celular 
ScN2a
(Peretz et al., 
2001)
SAF 34ySA F61 Inmunizaciôn ratones PrPKO con fibras asociadas a scrapie (SAF).
SAF 34: 59-89 
SAF 61: 144-152 
Humano
Previenen la interacciôn PrP^'-PrP®'
Células de 
neuroblastoma.
(Perrier et al., 
2004)
ICSM 35, ICSM37 .
Inmunizaciôn ratones PrPKO con 
PrP recombinante Humana.
ICSM 35: 93-105 
ICSM 37: 97-107 Inhiben acumulaciôn PrP®'.
Células Rov
(Beringue et al., 
2004)
Anticuerpos policlonales.
Inmunizaciôn ratones con PrP 
recombinante dimérica murina.
Inhiben la formaciôn de PrP®' de Linea ceiular 
ScN2a.
(Gilch et al., 
2003)
Anticuerpos policlonales.
Inmunizaciôn de ratones PrPKO 
con PrP®'. Bloquean la PrP^.
Linea celular 
ScN2a
(Kim et al., 2004)
Anticuerpos policlonales.
Inmunizaciôn de ratones PrPKO 
con péptidos de PrP, PrP 
recombinante o con fibras 
asociadas a scrapie (SAF).
Bloquean la PrP^.
Lineas celulares 
N2a y ScN2a. 
Células Rov9.
(Feraudet et al., 
2005)
scFv 6H4 Metodologia recombinante. Reducciôn PrP®' Células RO-4
(Oonofiio et al., 
2005)
KDEL-scFv 8H4 y KDEL- 
scFv 8F9
Metodologia recombinante. Retenciôn PrP*^  en reticulo 
endoplasmàtico
Células PC 12
(Cardinale et al., 
2005)
Tabla 2: La utilizaciôn de anticuerpos frente al priôn en estudios in vitro ha demostrado efectos 
beneflciosos. En esta tabla se representan algunos ejemplos obtenidos de la literatura.
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Los primeros indicios del potencial terapéutico de la utilizaciôn de estos 
anticuerpos vinieron de estudios in vitro en los que se observô una reducciôn de dos 
logaritmos de un inôculo infeccioso de scrapie tras incubaciôn con un anticuerpo 
policlonal anti priôn (Gabizon et al., 1988). Tras este prometedor estudio varios autores 
han utilizado anticuerpos para ver su efecto en diferentes lineas celulares in vitro. Por 
ejemplo, el anticuerpo 6H4, que reconoce tanto la PrP bovina (residuos 144-152) como 
de otras especies (Korth et al., 1997), es capaz de inhibir la acumulaciôn de PrP^^ en 
células infectadas con scrapie (Enari et al., 2001). Del mismo modo, otro autores 
describen los efectos beneflciosos de la utilizaciôn de anticuerpos frente a priôn en 
estudios in vitro utilizando distintas cepas de priôn y distintas lineas celulares, 
mostrando el posible gran potencial in vivo de esta estrategia. Algunos de estos estudios 
se enumeran en tabla 2.
A pesar de lograr efectos beneflciosos in vitro, algunos modelos no han 
resultado ser efectivos in vivo (Trevitt and Collinge, 2006); (Aguzzi and Sigurdson,
2004). A continuaciôn, se harâ un repaso a los resultados mas prometedores obtenidos 
in vivo bien mediamte transferencia pasiva de anticuerpos o bien mediante inmunizaciôn 
activa.
Transferencia pasiva de anticuerpos.
La administraciôn periférica del anticuerpo ICSM 18 (que reconoce el epitopo 
144-152 de la PrP humana) ô del anticuerpo ICSM 35 (que reconoce el epitopo 94-105 
de la PrP humana) a elevadas dosis durante 7 dias tras el desafïo intraperitoneal con 
scrapie, previene la apariciôn de la enfermedad. Sin embargo, el tratamiento no es 
efectivo si se inicia en el momento de la apariciôn de la sintomatologia clinica, o bien si 
el desafïo se realiza mediante la ruta intracraneal (White et al., 2003).
Por otro lado, la administraciôn periférica de los anticuerpos capaces de reconocer los 
epitopos 34-52 (8B4) y 175-185 (8H4) de la PrP murina tras la infecciôn intraperitoneal 
con scrapie, fueron capaces ùnicamente de retrasar un poco la apariciôn de la infecciôn 
(Sigurdsson et al., 2003).
A pesar de los aparentes efectos beneflciosos de la administraciôn pasiva de 
anticuerpos, recientemente se ha descrito que si éstos se administran directamente a 
nivel del hipocampo y a una concentraciôn elevada (Img/ml), pueden provocar la
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apoptosis de neuronas en cerebelo e hipocampo, observable a las 24 horas post- 
administraciôn. Cabe resaltar que este efecto se pudo conseguir ùnicamente tras la 
administraciôn de anticuerpos monoclonales que reconocen el epitopo comprendido 
entre los aminoâcidos 95 y 105 de la secuencia de la PrP humana y no con otros 
monoclonales que reconocen otras partes de la proteina (Solforosi et al., 2004). Este 
resultado indica probablemente que como consecuencia de la uniôn del anticuerpo a este 
dominio de la PrP^, se bloquea alguna via de senalizaciôn esencial para la supervivencia 
neuronal.
Claramente, la transferencia pasiva de anticuerpos puede ser una buena 
herramienta de futuro para luchar contra las enfermedades priônicas. Sin embargo, para 
su futura aplicabilidad en humano s sera necesario realizar estudios muy exhaustivos que 
descarten posibles efectos deletéreos.
Inmunizaciôn activa contra el priôn
A pesar de que a lo largo de una infecciôn con priones no se generan anticuerpos 
détectables frente al priôn, acabamos de comprobar que se pueden generar anticuerpos 
especificos de muy diversas maneras, pudiendo en algùn caso ser eficientes contra la 
enfermedad (Aguzzi and Sigurdson, 2004). Existen una serie de puntos criticos en la 
generaciôn de anticuerpos frente a la PrP^, entre ellos la tolerancia que presentan los 
animales frente a la PrP como inmunôgeno al tratarse de un antigeno propio 
(Aucouturier and Camaud, 2002; Aucouturier et al., 2000; Berg, 1994; Heppner and 
Aguzzi, 2004; Porter et al., 1973; Williamson et al., 1996). Por otro lado, dado que la 
PrP se expresa en muchos tipos celulares (Cashman et al., 1990; Manson et al., 1992) 
podria ser que la generaciôn de anticuerpos frente a la PrP^ desencadenara con 
severidad una enfermedad autoinmune. Finalmente, parece complicado que los 
anticuerpos especificos frente a PrP sean capaces de atravesar la barrera 
hematoencefâlica en concentraciones terapéuticas de manera que pueda hacer su efecto 
terapéutico en el sistema nervioso central. A pesar de ello, en los ùltimos ahos, diversos 
autores han descrito los efectos beneflciosos de la inmunizaciôn activa en ratones con 
proteina de priôn o péptidos en ratones.
Sigurdsson y colaboradores han descrito un incremento de un 10% en el tiempo 
de incubaciôn de la enfermedad en ratones inmunizados con proteina recombinante 
murina (residuos 23-230). Este incremento se observa ùnicamente cuando la
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inmunizaciôn se nealiza dentro de las 14 semanas anteriores al desafïo con scrapie 
adaptado a ratôn. IHa sido descrita también una correlaciôn paralela entre el titulo de 
anticuerpos y el imcremento en el tiempo de incubaciôn, mientras que no se observaron 
diferencias en la hiistopatologia y en los niveles de PrP"^®® entre los animales tratados y 
los contrôles en las; fases terminales de la enfermedad (Sigurdsson et al., 2002).
La inmunizcaciôn activa con el péptido de priôn comprendiendo los residuos 105- 
125 de la PrP muirina incrementa el tiempo de incubaciôn en ratones PrP infectados 
orahnente con scrcapie, mientras que esta misma inmunizaciôn con el polipéptido que 
comprende los resiiduos 90-230 no tiene ningùn efecto de retraso en la enfermedad. Los 
anticuerpos genermdos tras la inmunizaciôn con el fragmento 90-230 reconocen un 
epitopo de la regiôm 159-188 de la proteina priônica. Los autores proponen que mientras 
que éstos anticuerjpos resultan ineficaces frente a la enfermedad, los anticuerpos que 
reconocen las regiiones 105-125 y/o 144-152 de la proteina priônica son capaces de 
retrisarla eficazmemte (Schwarz et al., 2003).
Rosset y co)laboradores describieron en el ano 2004 la inducciôn no ùnicamente 
de una respuestai humoral, sino también de una respuesta celular en ratones 
C5TBL/J601aHsd mediante la utilizaciôn de péptidos de priôn junto al 
inmunoestimuladorr CpG. En este estudio fueron utilizados 3 péptidos diferentes (P98- 
127; P143-172 y P158-187) mezclados con CpG-1826. Los autores demostraron la 
inducciôn de célullas; T secretoras de IFN-y e lL-4 y la producciôn de anticuerpos a 
distintos niveles em fùnciôn del péptido utilizado. De este modo quedô patente la 
capacidad de inducnr una respuesta inmunolôgica tanto humoral como celular frente a la 
proieina del priôn lutiilizando un protocole de vacunaciôn capaz de romper la barrera de 
la tolerancia frente ali priôn (Rosset et al., 2004).
La adminisstnaciôn oral de Salmonella typhimurium expresando la proteina 
pricnica murina amtes del desafïo oral con scrapie da lugar a un incremento en los 
tiempos de incubmciiôn en los animales, asi como una disminuciôn del 70% en la 
incidencia de la pirionopatia. En los animales supervivientes no se observaron 
histolôgicamente kos signos caracteristicos de la enfermedad en descripciones de hasta 
500 dias post infœcciôn. En los animales que si manifestaron la enfermedad no se 
observaron diferemciîas histolôgicas respecto a los contrôles. Todos los animales de este 
experimento presemüaron una correlaciôn entre los niveles de IgA e IgG especificos 
contra el priôn y lo)s ttiempos de supervivencia (Goni et al., 2005).
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Magri y colaboradores han descrito recientemente la inmunizaciôn de hamsters 
con péptidos de la regiôn N-terminal y de la regiôn central de la proteina priônica. El 
régimen de inmunizaciôn fue de très veces antes del desafio intraperitoneal con scrapie 
y cinco veces tras el mismo. Pudieron observar un incremento moderado pero no 
estadisticamente significativo de los tiempos de supervivencia en los animales tratados, 
una disminuciôn de la espongiosis y de los depôsitos de PrP^  ^y una disminuciôn en los 
niveles de la citoquinas pro inflamatorias 11-1(3 y TNF-a (Magri et al., 2005).
La expresiôn transgénica en ratones de la cadena p de 6H4, anticuerpo eficiente 
contra la infecciôn in vitro con scrapie (Enari et al., 2001), dio lugar a altos titulos de 
anticuerpos en sangre protegiendo a los animales de la infecciôn intraperitoneal con 
scrapie (Heppner et al., 2001b).
Muy recientemente, Ishibashi y colaboradores han presentado una serie de 
resultados en los que se comparan los efectos de la inmunizaciôn, en ratones, con 
proteina recombinante de priôn bovina, murina y de oveja. En este trabajo se observa un 
retraso significativo en la apariciôn de la sintomatologia ùnicamente en los ratones 
inmunizados con la proteina recombinante bovina, mientras que la inmunizaciôn con 
proteina recombinante murina no tuvo ningùn efecto de retraso tras la infecciôn 
intraperitoneal con priones y la inmunizaciôn con proteina de oveja tuvo efectos 
variables. Los mecanismos implicados en dicha protecciôn no han sido aùn esclarecidos 
(Ishibashi et al., 2006).
Todos estos resultados, aunque preliminares, resultan muy prometedores a la 
hora de imaginarse en un futuro la existencia de una inmunoterapia efectiva frente al 
priôn (Polymenidou et al., 2004).
1.7.3. Présenté y futuro de la inmunoterapia frente a priones
En el momento actual, no existen terapias efectivas contra las enfermedades 
producidas por priones, siendo éstas mortales en el 100% de los casos.
En el caso de la nueva variante de CJD (nvCJD) hasta la fecha ha habido 160 
casos (Trevitt and Collinge, 2006; Zarranz, 2006). Desde los anos de crisis de EEB se 
han tomado medidas muy restrictivas respecto al control câmico de consumo humano, 
por tanto la probabilidad de infectarse por esta via es en la actualidad minima. Sin 
embargo, debe asumirse que un nùmero desconocido de personas pueden encontrarse 
afectadas subclinicamente por EEB con anterioridad a la aplicaciôn de estas medidas y
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que un porcentaje de las mismas puede desarrollar la nvCJD e infectar mediante 
diversas vias a otros individuos.
Respecto a las enfermedades causadas por priones de origen hereditario, no existen 
profîlaxis capaces de evitar en los individuos afectados el desarrollo de la enfermedad, 
pudiendo evitarse ùnicamente mediante un asesoramiento genético junto a un 
diagnôstico prenatal, que invariablemente puede ir asociado a problemas éticos.
Con todo ello, puede intuirse la necesidad de trabajar en profùndidad en 
metodologlas diagnôsticas, en terapias y en profîlaxis especifîcas frente a estas 
enfermedades. A pesar de que las terapias y/o profîlaxis descritas en el anterior apartado 
son muy prometedoras, hasta el momento su eficacia se verla limitada en términos de 
terapia a aquellos casos de infecciôn muy temprana o en términos de profîlaxis en su 
aplicaciôn a individuos portadores de mutaciones patolôgicas en el gen de la PrPh. 
Ademâs, debe tenerse en cuenta que los efectos benefîciosos se han descrito en animales 
expérimentales y que la extrapolaciôn a ensayos humanos puede tener consecuencias no 
deseables. Un claro ejemplo de ello fue el tratamiento, en pacientes con Alzheimer, con 
una vacuna que en modelos expérimentales animales tuvo resultados muy favorables y 
sin embargo en humanos produjo efectos de autoinmunidad dando lugar a encefalitis en 
algunos de los pacientes (Check, 2002; Nicoll et al., 2003).
Como ya ha sido comentado a lo largo de esta introducciôn, la PrP^  ^ debe 
considerarse como una proteina propia del organismo y por ello conseguir inducir una 
respuesta inmunolôgica frente a este patôgeno résulta muy complicado. La bùsqueda de 
una terapia adecuada se asemeja al caso de los tumores, cuyas células son, en muchos 
casos, casi idénticas a las células normales del organismo (Pardoll, 2003) y por ello son 
capaces de “escapar” a la respuesta inmunolôgica. Estas terapias deben consistir en 
dirigir el sistema inmunitario contra estos antigenos propios de expresiôn inadecuada o 
sobredimensionada en todas las vias posibles (humoral y celular) y de la manera mas 
potente posible, consiguiendo de este modo romper la barrera de la tolerancia frente a 
ellos.
Trabajos realizados previamente entre otros (Prud'homme, 2005), en nuestro 
laboratorio, han permitido desarrollar estrategias de vacunaciôn capaces de romper la 
barrera de tolerancia contra un antigeno propio tras la vacunaciôn con ADN, siendo 
capaces de protéger incluso contra tumores (Xiang et al., 2000). La vacunaciôn con 
ADN présenta muchas ventajas, entre ellas su inocuidad para el paciente, su bajo coste, 
su fâcil producciôn,...manteniendo sin embargo intacta su capacidad para inducir
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ambos tipos de respuesta inmunolôgica: humoral y celular, lo que la convierte en una 
estrategia ideal como posible terapia de futuro frente a las encefalopatias espongiformes 
transmisibles.
1.8. Vacunaciôn con ADN.
La vacunaciôn con âcidos nucleicos consiste en la inoculaciôn in vivo de un 
âcido nucleico, normalmente en forma de ADN plasmfdico, conteniendo una fase de 
lectura abierta (ORF) que codifica por el antigeno contra el que se quiere inducir una 
respuesta inmunolôgica y cuya expresiôn viene controlada por un promotor eucariôtico. 
Tras la inmunizaciôn, el plâsmido es capaz de entrar en determinadas células del 
individuo y tras su reconocimiento por la maquinaria intracelular, el polipéptido 
expresado y correctamente procesado es presentado a las células del sistema 
inmunolôgico para inducir una respuesta inmunolôgica compléta.
La respuesta inmunolôgica generada, humoral y/o celular, prépara al individuo 
vacunado para contrarrestar una infecciôn con el patôgeno, de manera que su utilizaciôn 
de forma profilâctica constituye una potencial herramienta a aplicar, sobre todo en 
aquellas enfermedades que requieren ambas ramas de la respuesta inmunolôgica, como 
las causadas por virus (Davis and Whalen, 1995).
Un componente muy importante en las vacunas de ADN es la presencia de 
secuencias inmunoestimuladoras (ISS, del inglés Immunostimulatory sequences) 
(Pisetsky, 1996; Sato et al., 1996): CpG's, que como hemos visto previamente activan la 
respuesta inmunolôgica innata actuando como un adyuvante endôgeno e independiente 
del antigeno. Asi los CpG s son capaces de activar a los linfocitos B, promoviendo la 
secreciôn de anticuerpos, a los macrôfagos y a las células dendriticas favoreciendo la 
presentaciôn antigénica y provocan la sobreactivaciôn de las células NK.
Existen multitud de ejemplos en los que la vacunaciôn con ADN ha resultado de 
gran eficiencia, tanto utilizando el ratôn como modelo animal (Borrego et al., 2006; 
Buch and Waisman, 2006; Galloway and Baillie, 2004; Orme, 2006) como grandes 
animales (Fuller et al., 2006; Paillot et al., 2006). Actualmente existen muchos ejemplos 
de vacunas de ADN frente a patôgenos humanos en fase de ensayos clinicos (ver 
WWW.dnavaccine.com) y, a pesar de las reticencias iniciales, las vacunas ADN han 
comenzado a salir al mercado para paliar problemas que afectan a la sanidad animal 
(Davis et al., 2001; http://www.fortdodge.com.mx/productos/nilo.htmL
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La vacunaciôn con ADN también ha sido ensayada como estrategia contra las 
enfermedades causadas por priones. Asi el caso mas espectacular descrito en la 
literatura se refiere a la protecciôn total conseguida en ratones transgénicos bovinos tras 
la inmunizaciôn con una vacuna de ADN expresando la proteina bovina y una posterior 
infecciôn oral con proteina infecciosa. A pesar de lo prometedor de los resultados, se 
desconocen absolutamente los mecanismos de protecciôn desencadenados por la vacuna 
ya que no se pudo detectar ni respuesta humoral ni celular consecuencia de la 
vacunaciôn (Muller et al., 2005).
Tanto en nuestro laboratorio como en otros, actualmente se esta trabajando en la 
obtenciôn de vectores con mayor potencial de expresiôn in vivo asi como en el 
desarrollo de nuevas estrategias que permitan optimizar tanto la presentaciôn antigénica 
de la vacuna como la respuesta inmunolôgica inducida, muchas de las cuales han 
demostrado ser eficaces frente a otros patôgenos (Donnelly et al., 2000; Hung and Wu, 
2003; Leifert et al., 2004; Rodriguez and Whitton, 2000; Shedlock and Weiner, 2000). 
Conociendo los mecanismos implicados en protecciôn frente a priones permitiria en un 
futuro disenar una vacuna a la carta, capaz de inducir aquella/s arma/s de la respuesta 
inmunolôgica que resulte/n eficiente/s en protecciôn, evitando posibles efectos 
ad versos-
1.8.1. Las rutas de presentaciôn antigénica.
Mientras que las células B son capaces de reconocer antigenos extracelulares en 
muchos casos en su forma soluble y nativa, los linfocitos T requieren que el antigeno 
sea procesado intracelularmente a pequenos péptidos de 9-24 aminoâcidos, que se 
conocen como epitopos T. Estos epitopos son presentados en la superficie de las células 
presentadoras de antigeno (CFA), junto con una serie de glicoproteinas que forman 
parte del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Existen dos clases de 
complejos CMH denominados CMH clase I y CMH clase II que defmen las dos vias de 
presentaciôn antigénica: Clase I y Clase II. Asi, cada uno de los complejos may ores de 
histocompatibilidad ùnicamente es capaz de presentar el epitopo al que se une, a un 
ùnico tipo de célula T a través de receptores especificos; las células TCDS^ reconocen 
epitopos presentados por el CMH clase I mientras que las células TCD4^ reconocen 
epitopos presentados por CMH clase II.
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1.8.1.1. Presentaciôn antigénica por la via del CMH de clase I.
Las moléculas de histocompatibilidad de clase I son muy ubicuas y se expresan 
en la mayoria de las células somâticas, de modo que las células TCD8^ son capaces de 
reconocer epitopos en gran cantidad de células. Aunque clâsicamente se ha considerado 
que las moléculas de CMH clase I presentan epitopos de proteinas endôgenas, por 
ejemplo producidas por virus, a dia de hoy se ha demostrado que las células dendriticas, 
son capaces de presentar con la misma eficiencia antigeno extracelular mediante un 
mecanismo que se conoce como presentaciôn cruzada (Moore et al., 1988; Rock and 
Clark, 1996; Watts, 1997; Whitton et al., 1999; Zinkemagel, 2002).
En ambos casos, las proteinas han de ser degradadas a pequenos péptidos de 9- 
11 aminoâcidos previo a su presentaciôn. Aunque varios son los orgânulos celulares y 
las enzimas que se han visto implicadas en el proceso, el proteasoma es el orgânulo 
implicado principalmente en la degradaciôn de proteinas a péptidos susceptibles de 
entrar en la ruta de clase I. En la mayoria de las ocasiones, el sustrato del proteasoma 
proviene de proteinas mal plegadas o anormales y que mediante la maquinaria de 
ubiquitinaciôn, son marcadas para su râpida eliminaciôn en el proteasoma. El proceso 
de ubiquitinaciôn comienza con la uniôn de un residuo de ubiquitina a la proteina 
“anormal”, que a su vez desencadena una cascada de uniones de nuevos residuos de 
ubiquitina que finaliza con la entrada de la proteina poliubiquitinada en el proteasoma y 
su degradaciôn a pequenos péptidos, susceptibles de ser transportados al reticulo 
endoplasmàtico (RE) utilizando los transportadores TAP. Una vez en el RE, el péptido 
especifico se unirâ a la molécula de Clase I con la que viajarâ hasta la superficie celular 








Figura 6: Esquema de la via de presentaciôn antigénica de clase I.
1.8.1.2. Presentaciôn antigénica por la via del CMH de clase IL
Las moléculas de histocompatibilidad de clase II son expresadas por células 
concretas, la mayoria, células presentadoras de antigeno (CPA). De nuevo, aunque la 
mayoria de las moléculas de CMH clase II presentan epitopos de proteinas exôgenas 
procedentes del medio extracelular, como por ejemplo tras la infecciôn con una bacteria 
extracelular, se ha demostrado presentaciôn en Clase II de forma endôgena (Adorini et 
al., 1991; Bonifaz et al., 1999; Calin-Laurens et al., 1992; Moreno et al., 1991; Oxenius 
et al., 1997; Parra-Lopez et al., 1997; Rodriguez and Whitton, 2000).
Sea cual fuere la procedencia del antigeno, previo a su presentaciôn en clase II 
requiere ser degradado pequenos péptidos (normalmente de unos 20 aminoâcidos) por 
proteasas âcidas.
Mientras las moléculas de CMH de clase II se encuentran en el reticulo 
endoplasmàtico, se encuentran unidas a una proteina denominada cadena invariante en 
el lugar de uniôn al péptido, lo que évita su uniôn a péptidos inespecificos como los que 
han de ser presentados por las moléculas de clase I (Figura 7). De este modo, la cadena 
invariante ùnicamente dejarâ su lugar al péptido especifico, en los endosomas tardios. 
Finalmente, aquellos péptidos con mayor afmidad por la molécula de CMH I se unirân a 




Una variante muy elegante de presentaciôn antigénica por clase II se produce en 
las células B de memoria, capaces de captar al antigeno de una manera especifîca 
mediante su reconocimiento a través de la inmunoglobulina (anticuerpo) apropiada. 
Tras su intemalizaciôn y procesamiento, los epitopos apropiados se presentan junto con 
las moléculas de clase II, para asegurar la activaciôn ùnicamente de las células TCD4^ 
especifîcas, que aseguren su propia supervivencia.
Reticulo 
endoplasmàtico
Figura 7: Esquema de la via de presentaciôn antigénica de clase IL CI: Cadena invariante.
Las CPAs difîeren del resto de células somâticas en su expresiôn constitutiva de 
CMH clase II, en su capacidad de dirigir la presentaciôn antigénica por clase I o clase II 
y finalmente en que son las ùnicas células capaces de activar las células T naïve (del 
inglés, células T indiferenciadas).
Muchos laboratorios, entre ellos el nuestro, han explotado el conocimiento que 
de la presentaciôn antigénica se posee, con el objetivo de disenar vacunas mas eficientes 
a la hora de presentar el antigeno al sistema inmunolôgico y por tanto mas eficaces a la 




1.8.2. Estrategias de potenciacion de la presentaciôn antigénica.
En los siguientes apartados se harâ una breve révision de algunas de las 
estrategias utilizadas por diversos grupos para lograr una potenciacion en la 
presentaciôn antigénica.
1.8.2.1. Potenciaciôn de la respuesta T-CD8- (citotôxicaî tras la 
vacunaciôn optimizando la presentaciôn antigénica por clase I del 
antigeno vacunal.
Una de las primeras evidencias que demostraban la importancia de optimizar la 
presentaciôn antigénica en clase I de una vacuna a la hora de potenciar la respuesta T 
citotôxica (CTL) mediada por células T-CD8^ pro vino de la vacunaciôn con lo que se 
bautizô con el nombre de minigenes, pequenas ORFs que codifican en este caso por 
pequenos epitopos CTL de entre 9 y 11 aminoâcidos (Whitton et al., 1989). La gran 
ventaja del método reside en que una vez expresados intracelularmente, no precisan de 
un procesamiento adicional en compartimentes celulares especificos, siendo 
transportados directamente mediante los transportadores TAP al reticulo 
endoplasmàtico, donde se unen a las moléculas de histocompatibilidad de clase I para 
ser posteriormente transportados a la superficie de la célula donde van a ser reconocidos 
por células T-CD8^ a través de un receptor especifico de células T (TCR).
Desde entonces y hasta el dia de hoy, la capacidad protectiva de los minigenes 
ha sido claramente demostrada en multitud de sistemas, tanto virales como no virales 
(Del Val et al., 1991; Klavinskis et al., 1990; Lode et al., 2004).
A pesar de que la inmunizaciôn con vacunas poliepitôpicas, expresando varios 
epitopos en tândem en forma de minigenes ha demostrado ser también eficiente a la 
hora de inducir una respuesta inmunolôgica frente a cada uno de ellos (Thomson et al., 
1996; Thomson et al., 1995; Whitton et al., 1993; Woodberry et al., 1999), el hecho de 
que este tipo de construcciones requieran algùn tipo de procesamiento intracelular para 
ser presentados a las células T, explica que su eficacia difiera dependiendo del epitopo 
incorporado a la vacuna (Anton et al., 1997). Con el objetivo de optimizar la 
presentaciôn de cada uno de los epitopos présentes en una vacuna poliepitôpica, algunos 
autores apuestan por introducir pequefios espaciadores entre ellos que faciliten su 




La utilizaciôn de minigenes en protocoles de vacunaciôn se ha extendido por 
supuesto a la vacunaciôn con ADN (An and Sette, 1999; Rodriguez et al., 1997; 
Suhrbier, 1997), generalmente con resultados muy prometedores (Thomson et al., 
1998b). Utilizando este método, Ciemik y colaboradores describieron una nueva 
estrategia de vacunaciôn con minigenes que optimizaba aùn mas la presentaciôn en 
clase I y que consistia en fùsionar a un epitopo CTL tumoral, una senal de transporte al 
reticulo endoplasmàtico (Rapoport, 1992), y que mejoraban los niveles de protecciôn 
frente al tumor (Ciernik et al., 1996). Se facilitaba asi su presentaciôn en clase I 
utilizando una ruta altemativa de presentaciôn de antigeno independientemente de los 
transportadores de TAP (Wei and Cresswell, 1992).
Finalmente, una de las estrategias mas prometedoras para potenciar la 
presentaciôn antigénica por clase I, consiste en favorecer la entrada de las proteinas en 
el proteasoma una vez expresadas intracelularmente, por ejemplo tras la vacunaciôn con 
ADN. Con este objetivo se han utilizado diversas estrategias:
Una de las primeras estrategias empleadas para forzar la degradaciôn de las 
proteinas en el proteasoma consistiô en introducir secuencias desestabilizantes en la 
proteina de interés para provocar su plegamiento anômalo, su reconocimiento por la 
maquinaria de degradaciôn dependiente de ubiquitina y su degradaciôn en el 
proteasoma a pequenos péptidos que demostraban entra mas eficientemente en Clase 1 
(Anton et al., 1999).
Del mismo modo, se han generado versiones vacunales en las que el antigeno de 
interés se expresa con extremos N-terminales que provocan su inestabilidad intracelular 
y su reconocimiento por el proteasoma (Varshavsky, 1996), induciendo mejores 
respuestas TCD8^ in vivo (Tobery and Siliciano, 1999; Tobery and Siliciano, 1997).
Finalmente, la presentaciôn antigénica en clase I puede mejorarse 
exponencialmente fusionando un residuo de ubiquitina al antigeno de interés, marcando 
asi la proteina para ser degradada en el proteasoma. Esta estrategia ha sido utilizada con 
éxito en protocolos de vacunaciôn con ADN no sôlo contra virus y bacterias, sino 
también para protéger contra tumores y enfermedades autoinmunes (Barry et al., 2004; 
Deng and Cai, 2003; Hartl et al., 2003).
En conclusiôn, favorecer la entrada del antigeno en la ruta de presentaciôn 
antigénica de clase I mejora la producciôn de la respuesta celular TCD8^ entre otros 
motivos, por suministrar cantidades ôptimas de antigeno en la superficie de las CPAs 
que permitan su contacte con las células T (Badovinac and Harty, 2002; Leifert et al.,
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2004; Wherry et al., 1999). La combinaciôn de las estrategias anteriormente descritas 
podria desembocar en una estrategia optima de generaciôn de CTLs (Barry and 
Bleackley, 2002), como ha sido demostrado tras la vacunaciôn contra el papiloma con 
vacunas ADN expresando minigenes en tandem. En este caso, la fusiôn a los minigenes 
de un monômero de ubiquitina y la introducciôn de espaciadores entre los epitopos que 
facilitan su procesamiento por las enzimas proteasomales, permitiô utilizar la vacuna no 
sôlo como medida preventiva sino también terapéutica para eliminar tumores ya 
establecidos (Leachman et al., 2002).
1.8.2.2. Potenciaciôn de la respuesta T-CD4- TT cooperadora) tras la 
vacunaciôn optimizando la presentaciôn antigénica por clase II 
del antigeno vacunal.
Como ya se ha comentado anteriormente, a pesar de que para inducir una 
respuesta T cooperadora, normalmente el antigeno es captada del medio extracelular, un 
antigeno intracelular también puede hacerlo, siempre que llegue a los endosomas, donde 
tiene lugar la carga de péptidos especificos con las moléculas de Clase II (Adorini et al., 
1991; Bonifaz et al., 1999; Calin-Laurens et al., 1992; Moreno et al., 1991; Oxenius et 
al., 1997; Parra-Lopez et al., 1997; Rodriguez and Whitton, 2000).
Asi pues, résulta lôgico entender que las primeras alternativas para favorecer la 
presentaciôn antigénica por clase II, se enfocaran en dirigir antigenos a los 
lisosomas/endosomas utilizando diversas estrategias. Una de las mas utilizadas consiste 
en fusionar al antigeno de interés la senal dependiente de tirosina de la proteina de 
membrana lisosomal LAMP-I que facilita su transporte a lisosomas/endosomas (Rowell 
et al., 1995; Thomson et al., 1998a; Wu et al., 1995), resultando muy eficiente incluso 
en modelos tumorales en ratôn (Ji et al., 1999; Lin et al., 1996).
En nuestro laboratorio, hemos descrito una altemativa a este mecanismo consiste 
en fusionar la senal de uniôn a lisosomas de la proteina integral de membrana II (LIMP- 
II) (Vega et al., 1991), al antigeno de interés. Esta estrategia ha resultado muy eficiente 
a la hora de potenciar la respuesta T CD4^ tras la vacunaciôn con ADN (Rodriguez et 
al., 2001).
Finalmente, una tercera estrategia que résulta muy prometedora consiste en 
fusionar el antigeno de interés a la cadena invariante responsable de mantener vacias a 
las moléculas de CMH II hasta que se encuentren con su péptido especifico (Sanderson 
et al., 1995). Muchos grupos han descrito la mejora de la presentaciôn antigénica por
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clase II mediante la fusiôn de la cadena invariante a sus epitopos de interés tanto in vitro 
(Fujii et al., 1998; Malcherek et al., 1998) como in vivo (De Marco et al., 2003; Nagata 
et al., 2002; Nagata et al., 2001 ; van Bergen et al., 2000; van Tienhoven et al., 2001).
1.8.2.3. Potenciaciôn de la respuesta inmunolôgica dirigiendo los
antigenos a las CPAs. sitios de inducciôn de la respuesta 
inmunolôgica: Potenciaciôn de la respuesta humoral v celular
Generalmente, para inducir una respuesta humoral (respuesta B de anticuerpos), 
las proteinas han de encontrarse en forma soluble para ser endocitadas por mecanismos 
dependientes de receptor, y asi ser presentadas eficientemente. Una de las estrategias 
que mejor resultados ha deparado a la hora de potenciar la respuesta de anticuerpos 
consiste no sôlo en favorecer que el antigeno se encuentre de forma soluble, sino que 
ademâs, éste se dirija a las células presentadoras de antigeno (Boyle et al., 1998).
La primera descripciôn de este efecto vino de la fusiôn a un antigeno vacunal, de 
la molécula CTLA4 présenté en las células T y cuyos receptores (B7.1 y B7.2) se 
localizan en las CPAs: CDs y macrôfagos principalmente. Tras la vacunaciôn con ADN, 
las proteinas de fusiôn se secretaron al medio siendo captadas por las células dendriticas 
y dando lugar a una mejora exponencial de la respuesta de anticuerpos (Boyle et al., 
1998). Esta estrategia ha sido posteriormente utilizada con éxito en multitud de sistemas 
tanto virales (Deliyannis et al., 2000) como no virales incluso como terapia 
inmunopreventiva frente al desarrollo de tumores (Tian et al., 2004).
Una de las grandes ventajas de la vacunaciôn con ADN es que permite disenar 
protocolos a la carta en los que, en primer lugar permite estudiar en ausencia de ningùn 
otro antigeno interferente, la implicaciôn de cada una de las armas de la respuesta 
inmunolôgica en protecciôn frente a un determinado problema y en segundo lugar, que 
una vez conocidos éstos permitiria inmunizar con un “combinado”, compuesto por 
ejemplo por un plâsmido optimizado para inducir una respuesta CTL junto con otro 
optimizado para inducir una respuesta CD4 cooperadora, permitiendo asi la inducciôn 
de una respuesta celular en ausencia de anticuerpos o viceversa (Nagata et al., 2004).
Estos son entre otros los motivos que nos impulsaron en el ano 2001, a solicitar 









El objetivo general de este proyecto es el desarrollo de nuevas estrategias 
vacunales utilizando la inmunizaciôn con ADN como herramienta metodolôgica para la 
prevenciôn y/o el tratamiento de las enfermedades producidas por priones. Para alcanzar 
el objetivo propuesto se abordaran los siguientes objetivos especificos:
-Objetivo 1: Estudio comparativo de la respuesta inmunolôgica inducida 
por distintas variantes de la molécula del priôn.
En un primer paso pretendemos estudiar la presentaciôn antigénica de la 
propia molécula del priôn de ratôn (PrPm) y humano (PrPh), asi como de 
distintas variantes de este ultimo (E200K, D178N y Al 17V) asociadas a 
enfermedad y la capacidad de inducir una respuesta inmunolôgica en el 
ratôn tras la vacunaciôn con ADN.
-Objetivo 2: Desarrollo de nuevas estrategias inmunoterapéuticas basadas 
en la mejora de la presentaciôn antigénica.
A partir de los resultados obtenidos en el objetivo 1 se abordarâ el 
desarrollo de varias estrategias inmunoterapéuticas encaminadas a 
potenciar cada una de las armas de la respuesta inmunolôgica tras la 
vacunaciôn en un modelo de ratôn.
-  Potenciaciôn de la respuesta T cooperadora,
Obtenciôn de vectores ADN en las que se exprese la molécula del 
priôn fusionada a los 19 aminoâcidos terminales de LIMPII para mejorar 
la degradaciôn del antigenos en los lisosomas y potenciar la respuesta T- 
CD4^ (cooperadora) inducida.
-  Potenciaciôn de la respuesta CTL,
Obtenciôn de vectores ADN en las que se expresen la molécula 
del priôn fusionada al polipéptido celular ubiquitina para mejorar la 
degradaciôn de los antigenos en el proteasoma y potenciar la respuesta T- 
CD8^ citotôxica (CTL).
-Objetivo 3: Valoraciôn de la capacidad protectiva inducida por las 
diferentes vacunas en un modelo de ratôn.
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3.1. Lineas celulares empleadas.
A lo largo del trabajo experimental aqui presentado se han empleado las 
siguientes lineas celulares: células epiteliales de rinôn de conejo (RK13), fibroblastos de 
rinôn de hamster (BHK-21), fîbroblastos de rinôn de mono verde africano (VERO) y 
fibroblastos de rinôn de cerdo (IBRS-2). Todas las lineas celulares aqui utilizadas 
fueron adquiridas directamente de de la American Type Culture Collection (ATCC).
Las lineas células fueron mantenidas y crecidas a 37° C en atmôsfera del 5% de 
CO2, utilizando en todo momento medio de cultivo DMEM (Cambrex) suplementado 
con 1% penicilina/estreptomicina (Cambrex), 1% L-glutamina (Cambrex), 10% suero 
fetal bovino (SFB, Cambrex) y 2% aminoâcidos no esenciales (Cambrex). Al tratarse en 
todos los casos de lineas celulares adhérentes, para realizar pases sucesivos éstas fueron 
lavadas con PB S (Cambrex) y desprendidas del fondo de la botella de crecimiento, 
utilizando tripsina (Cambrex). Para su conservaciôn a largo plazo, las células fueron 
congeladas en nitrôgeno liquido en un medio constituido por 75% SFB, 10% dimetil 
sulfôxido (DMSO Sigma), 10% glucosa (Sigma) y 5% DMEM.
3.2. Animales y protocolos de inmunizaciôn.
En todos los experimentos, los ratones empleados contaban con 6-8 semanas de 
edad. Las cepas de ratones singénicos utilizadas, compatibles para su complejo mayor 
de histocompatibilidad (CMH), fueron: Ratones 129P2/01a Hsd (Harlan), ratones 129 
PrP null (Manson et al., 1994) y ratones C57BL/6J01aHsd (Harlan). La cepa de ratones 
no singénicos Hsd:ICR (CD-I) (Harlan), fue empleada ùnicamente en los experimentos 
relacionados con el Virus de la Fiebre Aftosa (VFA).
Igualmente, para realizar los experimentos con VF A en su huésped natural, se 
emplearon cerdos Landrace x Large White de 6-8 semanas de edad.
Los protocolos de inmunizaciôn con ADN en ratôn consistieron en très 
inmunizaciones con el plâsmido correspondiente, espaciadas cada 15 dias, repartiendo 
la vacuna entre los mùsculos tibiales derecho e izquierdo. Por cada mùsculo y dosis 
fueron utilizados 50pl de ADN libre de endotoxinas (Qiagen) resuspendido a una 
concentraciôn de Img/ml en suero salino fîsiolôgico. Este protocole de inmunizaciôn ha 




En el caso de la vacunaciôn con ADN en cerdo, el protocolo de inmunizaciôn 
consistiô en très inmunizaciones espaciadas por 15 dias repartiendo la vacuna entre el 
cuadriceps femoral izquierdo, la tabla muscular del cuello y subcutâneamente en oreja. 
Cada dosis de vacuna consistiô en 400pg de ADN libre de endotoxinas resuspendido a 
una concentraciôn de Img/ml en suero salino fîsiolôgico. Este protocolo de 
inmunizaciôn ha resultado eficiente en la vacunaciôn con ADN frente al virus de la 
Peste Porcina Clâsica (Ganges et al., 2005).
3.3. Agentes infecciosos utilizados.
3.3.1. Inôculo de priôn infeccioso.
El inôculo de priôn infeccioso empleado procédé de un inôculo BSEï tras dos 
pases en ratôn C57BL/6J01aHsd. El inôculo BSEï original fue obtenido tras combinar 
extractos de tronco encefâlico procedente de 49 vacas con Encefalopatia Espongiforme 
Bovina (EEB), confirmados por histopatologia (TSE/08/59) y suministrados por la 
Agencia de Laboratorios Veterinarios Britânica (VLA, New Haw. Addleston, Surrey, 
UK). Estos troncos encefâlicos fueron homogeneizados en PB S y el inôculo obtenido 
fue pasado dos veces en ratôn C57BL/6J01aHsd.
Los homogeneizados de cerebro (10% peso/volumen) fueron preparados en 
disoluciôn de PB S conteniendo un 5% de glucosa utilizando un homogenizador 
Ribolyser (BioRad). Las condiciones empleadas fueron de una primera homogenizaciôn 
durante 30 segundos a una velocidad de 6.5 metros/segundo, un tiempo de reposo de 5 
segundos y una segunda homogenizaciôn de 25 segundos a la misma velocidad. Previo 
a su inoculaciôn, los homogeneizados fueron mantenidos durante 10 minutos a 70° C 
con el fin de minimizar el riesgo de infecciôn bacteriana.
3.3.1.1. Inoculaciôn de los animales con inôculo de priôn infeccioso v
seguimiento de los signos clinicos caracteristicos de las EETs.
Los ratones 129P2/01a o ratones 129 PrP null fueron anestesiados con Avertina 
(0,015-0,017 ml/g) y posteriormente inoculados en el lôbulo parietal derecho utilizando 
una aguja hipodérmica de 25G con 20 pl del homogeneizado de cerebro al 10%. El 
estudio del estado neurolôgico de los animales inoculados fue realizado mediante la 
observaciôn de los signos clinicos dos veces por semana. Para considerar que un ratôn
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tenia una sintomatologia tipica asociada a una EET, era necesario contabilizar, al menos 
3 signes clinicos de disfunciôn neurolôgica concomitantemente. Para elle se utilizaron 9 
criterios diferentes, siendo anotado cualquiera de los siguientes signes cllnices:
Andar cerne un pate: anadear e marcha tambaieante.
- Pele erizade, âspere e alberetade.





- Descargas eculares pegajesas (leganas).
- Pérdida de pese.
Jerebade y encervade.
Cuande la pregresion de la enfermedad impesibilitaba la vida sin sufrimiente, 
les animales eran sacrificades per razenes éticas mediante dislecacion cervical. A partir 
de aquelles animales de les que se dispenia de muestra fresca, se extraje el encéfale 
cemplete para analizar per histepatelegfa el grade de degeneraciôn espengiferme asi 
ceme per inmunehistequfmica la acumulacion de PrP^ .^ De tedas las preparacienes 
encefâlicas se analizo la acumulacion de PrP*^®® per Western Blet, independientemente 
de su grade de censervacion (muchas de las muestras prevent an de animales 
encentrades muettes a primera hera de la manana).
3.3.2. Virus de la Fiebre Aftosa (VFA)
La cepa del virus de la fiebre aftesa (VFA) empleada fue C-S8cl. La infecciôn 
cen FMDV in vivo fue realizada inyectande cerdes cen 5x10^ ufp en redete cerenarie.
3.3.3. Virus de la Coriomeningitis Linfocitaria del ratôn.
La cepa del virus de la ceriemeningitis linfocitaria e LCMV (Lymphocytic 
Choriomeningitis Virus) empleada fue Armstrong. La infecciôn de ratenes cen LCMV 
fue realizada inyectande 2x10^ ufp intraperitenealmente.
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3.3.3.1. Anâlisis de la carga viral en animales infectados con LCMV.
Tras el sacrificio de los ratones, los bazos de los animales fueron extraidos en 
condiciones de esterilidad y homogeneizados en 1ml de DMEM (Homogenizador 
Labsonic). Con los extractos obtenidos se realizaron diluciones seriadas en medio 
DMEM que se utilizaron para infectar 150.000 células Vero crecidas en plaças M6 y 
tras permitir el contacte entre el virus y las células durante 2 heras a 37° C, les inocules 
fueren retirades y el medie sustituide per 3 ml de medie DMEM, 5% de suere fetal 
bovine (SFB), 0,5% agaresa (Invitregen). Las plaças fueren incubadas durante 4 dias a 
37° C, fijadas cen 2ml de fermaldehide al 25% durante 10 minutes, y tras eliminarle 
junte cen el medie solide, las células fueren tenidas durante 12 heras cen 1 ml de cristal 
vieleta al 0,25%. El titule de virus fue calculade ceme el numéro ufp encentradas per 
cada grame de baze.
3.4. Obtenciôn de plasmidos derivados del pCMV utilizados en 
protocolos de vacunaciôn con ADN y estudios de expresién in 
vitro,
A le large de la realizacion de esta tesis fueren generadas una serie de 
censtruccienes plasmfdicas basadas en les plasmidos pCMV (Clentech) y pET lla 
(Nevagen) en les cuales fueren clenadas las secuencias nucleetidicas que cediflcan per 
les antigenes de interés baje el control del promoter inmediatamente temprane del 
citemegalevirus humane para su expresién en células eucarietas y del promoter T7 para 
su expresién precariética en E. coîi tras la estimulacién cen el sustrate adecuade.
Les preteceles de bielegia molecular utilizados para el clenaje de fragmentes de 
ADN y ebtencién de les diverses plasmidos recembinantes derivan de les previamente 
publicades per Sambreek y col., 1989 (Sambreek et al., 1989), cempartiende en todes 
les cases una serie de preteceles bâsices ceme son:
- La realizacién de una reaccién en cadena cen la Taq pelimerasa (PCR) para 
amplificar las secuencias de ADN de interés utilizande les cebaderes 
(eligenucleétides especifices) y el melde adecuade segùn el case y aplicando las 
siguientes condiciones estândar para la amplifîcacién de preductes: i) un cicle 
inicial de desnaturalizacién del melde de partida (ADN bicatenarie) que consiste 
en su calentamiente a 94° C durante 5 minutes, ii) 30 cicles de amplifîcacién 
que cemprende cada une de un période de desnaturalizacién de 94° C durante 20
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segundos, seguido de un periodo de 30 segundos que facilita el anillamiento (o 
hibridaciôn) de los cebadores con el molde y finalmente de un periodo de 1 
minute a 72° C que permite la pelimerizaciôn de las nuevas cadenas de ADN y 
iii) un période adicienal de 10 minutes a 72° C que permite la extension de les 
preductes de PCR incomplètes.
Les preteceles de ligacion cen T4 DNA ligasa (Roche), desfesferilaciôn cen 
fesfatasa alcalina (Roche) y certes de restriccion cen enzimas de restricciôn 
(Roche, NEB), siguiende siempre las instruccienes indicadas per el preveeder. 
Les plasmidos generades fueren purificades mediante el emplee de résinas de 
afinidad especificas (Qiagen) siguiende el pretecele indicade per el preveeder. 
Les plasmidos pCMV fueren transfermades en la cepa bacteriana Escherichia 
coli One Shot TOP 10F'(Invitregen) mientras que les plasmidos pE T lla fueren 
transfermades en la cepa de Escherichia coli BL21 DE3 pLysS (Nevagen). En 
ambes cases, las bacterias fueren transfermadas utilizande un pretecele clâsice 
de transfermaciôn per cheque térmice (Ineue et al., 1990).
3.4.1. Obtenciôn de plâsmidos derivados del pCMV conteniendo el gen del 
priôn murino (PrPm).
La secuencia de ADN cedificante para la preteina prionica murina fue ebtenida 
a partir del ADN genomice ebtenide a partir de la sangre de ratenes 129P2/01aHsd, tras 
una digestion cen preteinasa K y posterior extraccion cen clereferme:alcohol 
iseamilice (Jeffrey et al., 1994). La secuencia de la PrP murina fue ampliada mediante 
PCR utilizande cebaderes especifices para les extremes 5' y 3' del gen del PrPm que 
incluian ademâs, la secuencia diana recenecible per la enzima de restriccion BamH I 
(Roche), compatibles para su clenaje en el sitie Bgl II del pCMV-LII. Cen el ebjetive 
de ebtener el gen del priôn intacte asi ceme una variante del gen sin cedon de 
terminacion, se realizaron 2 PCRs independientes utilizande 3 cebaderes distintes 
(Tabla 3): Mientras que el cebader Up murine, que centiene el cedon de iniciacion del 
gen PrPm a centinuaciôn del sitie BamH I, se cempartia en ambas reaccienes, la 
inclusion en la reaccién de PCR del cebader Stop murine permitia amplificar el gen 
cemplete del PrPm, mientras que la inclusién del cebader deneminade Non stop murine 
permitia amplificar una versién del gen del prién sin cedén de terminacién (Tabla 3)
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Secuencia Nombre del cebador
5 '-GGA rCCATGGCGAACCTTGGCTGCTGG-3 ' Up murino
5 '-GGA 7ÜCTCATCCCACTATCAGGAAGATG-3 ' Stop murino
5 ’-GGA rCCTCCCACTATCAGGAAGATG-3 ' Non stop murino
Tabla 3: Secuencias de los cebadores especificos utilizados para la obtenciôn de los plâsmidos 
conteniendo la PrP murina. En negrita se indica el triplete correspondiente al codôn de iniciacion 
del PrPm, asi como el triplete complementario al codôn de terminaciôn del PrPm. En itàlica las 
secuencias correspondientes al sitio de reconocimiento de Bam H\
Los preductes de PCR amplificades fueren purificades utilizande résinas de 
afinidad especificas (Qiagen) y clenades directamente en el vector pGEM-T Easy 
(Premega), especificamente disenade para clenar directamente preductes de PCR. Una 
vez cemprebada su secuencia de nucleotides (ebtenida per el métede de Maxam y 
Gilbert (Maxam and Gilbert, 1977) utilizande el servicie de secuenciacion de la 
Universidad Autonema de Barcelona, les plâsmidos pGEM-T Easy recembinantes 
obtenidos fueren digerides cen Bam 771 y les fragmentes de ADN correspondientes al 
inserte de interés, purificades directamente de agaresa utilizande la résina de afinidad 
correspondiente (Qiagen).
Per etre lade, les plâsmidos pCMV-LII (Rodriguez and Whitten, 2000) y 
pCMV-Ub (Rodriguez and Whitten, 2000) fueren digerides cen la enzima Bgl II 
(Roche).
Dada la cempatibilidad de les extremes de las secuencias de ambas digestienes, 
les insertes correspondientes al gen del PrPm obtenidos a partir de la digestion de les 
plâsmidos pGEM-T Easy recembinantes fueren insertades en les plâsmidos derivados 
del pCMV correspondientes, previamente digerides cen Bgl II, utilizande la enzima T4 
DNA ligasa (Roche). Se realizaron 3 reaccienes de ligacion independientes:
1) El fragmente correspondiente al gen PrPm conteniendo el cedon de 
terminaciôn (stop), se lige al plâsmide pCMV-Ub para ebtener el plâsmide pCMV- 




2) El fragmento correspondiente al gen PrPm conteniendo el codôn de 
terminaciôn (stop), se ligô al plâsmido pCMV-LII para obtener el plâsmido pCMV- 
PrPm que codifica el priôn murino por si sôlo, terminando en su codôn de terminaciôn.
3) El fragmento correspondiente al gen PrPm sin codôn de terminaciôn (non 
stop), se ligô al plâsmido pCMV-LII para obtener el plâsmido pCMV-PrPmLII que 
codifica por una versiôn del priôn fusionado a la senal de direccionamiento al lisosoma 
de LIMP IL
Los plâsmidos résultantes, asi como los productos a que darian lugar se 
esquematizan en la figura 8.
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Figura 8: Representaciôn esquemâtica de los plâsmidos pCMV-PrPm, pCMV-UbPrPm y pCMV- 
PrPmLII y de los productos proteicos a que darian lugar tras su expresiôn. Como se puede 
comprobar en la figura, mientras que la PrPm se fusiona a Ubiquitina utilizando su extremo amino 
terminal, la fusion a LU tiene lugar a traves de su extremo carboxilo terminal. Asi, la existencia de 
un codôn de terminaciôn (stop) en el PrPm impide su traducciôn mas alla, mientras que su 
eliminaciôn e inclusiôn en fase con la seftal de LU permite obtener la molécula de fusiôn PrPmLII. 
Se ban sefialado los codones de iniciaciôn (ATG) y de terminaciôn.
3.4.2. Obtenciôn de plâsmidos derivados del pCMV conteniendo distintas 
variantes del gen del priôn humano (PrPh).
Las secuencias de ADN codificantes para las proteinas priônicas humanas 
fueron obtenidas a partir del ADN genômico de sangre de pacientes que presentaban 
una de las siguientes mutaciones en el gen de la PrP: E200K, D178N o Al 17V (material 
cedido por el Dr. Joaquin Castilla, CI SA, Madrid). La secuencia codificante de PrP 
humana sin mutaciôn fue obtenido a partir de sangre de una persona que no presentaba
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ninguna de las mutaciones anteriormente descritas. En todos los casos, los individuos 
disponian de una metionina en la posiciôn 129 de la PrP.
Tanto la obtenciôn del ADN como la PCR se realizô siguiendo los mismos pasos 
descritos en el apartado anterior, utilizando en este caso cebadores especificos para el 
gen PrPh y los ADN s aislados del correspondiente paciente como molde (Tabla 4). De 
nuevo, se incluyô la secuencia de reconocimiento para BamH I en cada cebador, 
conteniendo el cebador correspondiente al extremo 5' del gen, el codôn de iniciaciôn 
ATG y el correspondiente al extremo 3' del gen, el triplete complementario al codôn de 
terminaciôn del gen PrPh.
Secuencia Nombre cebador
5 '-GGA rCCATGGCG AACCTTGGCTGCTGG-3 ' Up human
5 '-GGA rCCTCATCCCACTATCAGGAAGATG-3 ' Stop human
Tabla 4: Secuencias de los cebadores especificos utilizados para la obtenciôn de los plâsmidos 
conteniendo cada una de las variantes, normal y mutada del PrP humano. En negrita se indica el 
triplete correspondiente al codôn de iniciaciôn del PrPm, asi como el triplete complementario al 
codôn de terminaciôn del PrPm. En itàlica las secuencias correspondientes al sitio de 
reconocimiento de BamH  I
Tras el subclonaje en pGEM-T Easy y posterior escisiôn con BamH I, los 
distintos fragmentos correspondientes al gen normal del PrPh y de cada una de sus 
variantes mutadas patogénicas fueron clonados en el plâsmido pCMV-LII previamente 
digerido con Bgl II, para acabar obteniendo los plâsmidos:
1) pCMV-PrPh, conteniendo el gen normal del priôn humano
2) pCMV-E200K conteniendo una variante del priôn humano que contiene
una Lisina (K) en lugar de un Glutâmico (E) en posiciôn 200, asociada
con el Creutzfeldt-Jakob (CJD) familiar
3) pCMV-D178N conteniendo una variante del priôn humano que contiene
una Asparragina (N) en lugar de un Aspârtico (D) en posiciôn 178, 
asociada al Insomnio Familiar Fatal (IFF).
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4) pCMV-A117V conteniendo una variante del priôn humano que contiene 
una Valina (V) en lugar de una Alanina (A) en posiciôn 117, asociada 
Gerstmann- Strâussler- S cheinker (GS S)
3.4.3. Obtenciôn de plâsmidos derivados del pCMV conteniendo distintas 
variantes del gen del priôn humano fusionadas a una serie de 
epitopos en tândem (ET).
Los epitopos seleccionados para ser fusionados en tandem a las distintas 
isofcmas de la PrP humana fueron:
• Sitio A: Epitopo B del virus de la fiebre aftosa (VFA). Se encuentra ubicado en 
las posiciones 133-156 de la proteina capsidica VPl (Blanco et al., 2001). 
Anticuerpos frente a este epitopo son capaces de neutralizar la infecciôn con el 
virus, por lo que la lectura biolôgica tras la vacunaciôn resultaba sencilla de 
realizar.
• NPTh: Epitopo T-CD4^ (cooperador) del virus de la coriomeningitis linfocitaria 
del ratôn (LCMV). Se encuentra ubicado en las posiciones 308-328 de la 
nucleoproteina del virus y necesita de la maquinaria lisosomal de la célula 
presentadora de antigeno (CFA) para ser presentado a las células T (Rodriguez 
et al., 2001).
• GPTh: Epitopo T-CD4^ (cooperador) del virus de la coriomeningitis linfocitaria 
del ratôn (LCMV). Se encuentra ubicado en las posiciones 61-80 de la 
glicoproteina del virus y es presentado a las células T de ratones BL6 (C57) de 
una manera independiente del lisosoma (Rodriguez et al., 2001).
• MG34: Epitopos T-CD8^ (CTL) en tandem del virus de la coriomeningitis 
linfocitaria (LCMV) presentados ambos en la superficie de la célula 
presentadora de antigeno (CPA) de una manera dependiente del proteasoma. Se 
trata de la fusiôn de la secuencia de nucleôtidos que codifica por G P 3 3  (epitopo 
de la glicoproteina de LCMV posiciones 33-41) presentado por la molécula H2b 
del CMH I y por NPng (epitopo de la nucleoproteina de LCMV posiciones 118- 
126) presentado por la molécula H2d del CMH I. Mientras que la inducciôn de 
una respuesta eficiente frente a G P 3 3  es capaz de conferir protecciôn frente al 
LCMV en ratones C57 (BL76), la respuesta CTL frente a NPng es protectiva 
para ratones Balb/c cuando es presentado eficientemente (Whitton et al., 1993).
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Para obtener los plâsmidos conteniendo la molécula del priôn humana fusionada 
a los Epitopos en Tândem (ET), fue necesario partir inicialmente de la construcciôn 
pCMV-PrPh generada segùn lo descrito en el apartado 3.4.2., sobre la cual fue realizada 
una mutagénesis dirigida por PCR con el fin de insertar una diana ùnica para Bgl II en la 
posiciôn 66 del gen PrPh, utilizando para ello los cebadores especificados en la tabla 5 y 
asi obtener el plâsmido intermediario pCMV-PrP.Bg/II.
Secuencia Nombre cebador
5 '-GTACGGAAGTGTTACTTCTGC-3 ' Up pCMV
5 GGTACCAGA7U7GCAGAGGCCCAGGTCACTCC-3 ' Down Bgl II
5 '-GTGGTTTGTCC AAACTCATC-3 ' Down pCMV
5 '-AGA rCTGGTACC AAGAAGCGCCCG AAGCCTGG-3 ' Up Bgl II
Tabla 5: Secuencias de los cebadores especificos utilizados para la inserciôn de una diana Bgl II (en 
itàlica) en la posiciôn 66 del gen PrPh y obtener el plâsmido intermediario pCMV-PrP^g/II.
Utilizando esta diana como sitio ùnico de clonaje, se fueron insertando 
secuencialmente uno a uno los distintos epitopos seleccionados para finalmente obtener 
el plâsmido pCMV-PrPhET, siguiendo el esquema mostrado en la figura 9. La 
disponibilidad en el laboratorio de plâsmidos conteniendo las secuencias de nucleôtidos 
correspondientes a cada uno de los epitopos seleccionados (minigenes), flanqueados en 
su extremo 5' y 3'por los sitios de reconocimiento para las enzimas de restricciôn Bam 








B am  HI Bgl Bam  HI
GPThpCMV-PrPET MG34
pCMV-PrPhET
B am  NI Bgl IIB am  HI Bgl II
Figura 9. Representaciôn gràfiea de la obtenciôn del plâsmido pCMV-PrPhET conteniendo los 
epitopos en tandem (ET) fusionados al priôn humano.
La inserciôn de secuencias en esta posiciôn exacta permite que los ET queden 
localizados entre los residuos 22 y 23 de la PrPh, justo tras su péptido senal (sp). La 
inserciôn de grandes polipéptidos en este mismo sitio ha demostrado no alterar la 
conformaciôn ni la actividad fisiolôgica de la proteina (Telling et al., 1997).
Finalmente, intercambiando el fragmento Eco RI - Sma I de cada uno de los 
plâsmidos pCMV-E200K, pCMV-D178N y pCMV-Al 17V, por el mismo fragmento 
del plâsmido pCMV-PrPhET, se obtuvieron los plâsmidos pCMV-E200KET, pCMV- 
D178NET y pCMV-A117VET respectivamente, conteniendo cada una de las variantes 
patogénicas del priôn fusionadas a los ET (Figura 10).
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Eco RI / Sma I
pCMV-PrPhET
Smal
pCMV-PrP* Eco RI / Sma I pCMV-PrP*
Figura 10. Representaciôn gràfica de la obtenciôn de los plâsmidos conteniendo las distintas 
variantes mutantes del gen del priôn humano (PrP*) fusionados a los ET. (*) Représenta las 
mutaciones en el gen de la PrPh en estudio.
Dada la necesidad de disponer de contrôles negatives expérimentales, se 
generaron dos nuevos plâsmidos cuya expresiôn daba lugar por un lado, al péptido senal 
de la proteina del priôn humano fusionado a los ET (pCMV-spET) y por el otro a los ET 
por si solos (pCMV-ET).
Previa a la obtenciôn de ambos, fue necesario amplificar la fase de lectura 
abierta que codifica los ET incluyendo un codôn de terminaciôn detrâs del MG34. La 
PCR se realizô utilizando como molde de la reacciôn, el plâsmido pCMV-PrPhET y 
como cebadores dos oligonucleôtidos que hibridan con el 5 ' y con el 3 ' de la secuencia 
correspondiente a los ET y que contienen la secuencia diana de Bam HI seguida de un 
ATG de iniciaciôn y la secuencia diana Bgl II seguida del triplete complementario a un 




5'-GGA rCCATGACTACGACGTACACCGCCAGTGCACGC-3 ' U pB
5'-AGA rcrATGTTAAGTTCCCCATATATA-3 ' Down stop MG34
Tabla 6: Secuencias de los cebadores especificos utilizados para la obtenciôn de la secuencia 
correspondiente a los ET. En negrita se indica el triplete correspondiente al codôn de iniciaciôn del 
PrPm, asi como el triplete complementario al codôn de terminaciôn de los ET. En itàlica las 
secuencias correspondientes al sitio de reconocimiento de Bam H \ y Bgl II.
Tras el subclonaje del fragmento de PCR en pGEM-T Easy, el plâsmido fue 
digerido con las enzimas de restricciôn Bam Hl y Bgl II, purificado y clonado:
En el vector pCMV-LII para obtener el plâsmido pCMV-ET, que expresarâ los 
ET por si solos.
En el vector pCMV-PrPhfîg/II para obtener el plâsmido pCMV-spET que 
expresarâ los ET fusionados al péptido senal del priôn humano.
3.4.4. Obtenciôn de plâsmidos derivados del pCMV conteniendo los 
epitopos BTT del virus de la fiebre aftosa.
Para la obtenciôn de los plâsmidos pCMV-BTT y pCMV-spBTT fue necesario 
realizar una reacciôn de PCR capaz de amplificar la secuencia de BTT con codôn de 
terminaciôn, utilizando como molde el plâsmido pGEM-T Easy-BTT previamente 
disponible en el laboratorio (Borrego y Rodriguez, datos sin publicar) y que contiene las 
secuencias codificantes para estos très epitopos en tândem en el plâsmido pGEM-T 
Easy (Promega). Como cebadores de la reacciôn se disenô un oligonucleôtido especifico 
para el extremo 5 ' de BTT que contienen la secuencia diana de Bam Hl seguida de un 
ATG de iniciaciôn y un oligonucleôtido que hibrida con el extremo 3' de la secuencia 
correspondiente a BTT y que contienen la secuencia diana Bgl II seguida del triplete 




5 '-GGA T’CCATGACTACGACGTACACCGCCAGTGCACGC-3 ' UpB
5 '-AGA rCTETACATGGAGTTTTGGTACTGC-B ' Down BTT stop
Tabla 7: Secuencias de los cebadores especificos utilizados para la obtenciôn de las secuencias 
correspondientes a BTT con el codôn de terminaciôn incluido. En negrita se indica el triplete 
correspondiente al codôn de iniciaciôn de BTT, asi como el triplete complementario al codôn de 
terminaciôn de BTT. En itàlica las secuencias correspondientes al sitio de reconocimiento de Bam 
H l y B g l W
Tras el subclonaje del fragmento de PCR en pGEM-T Easy, el plâsmido fue 
digerido con las enzimas de restricciôn Bam Hl y Bgl II.
El inserto correspondiente a BTT conteniendo el codôn de terminaciôn se clonô:
1) En el vector pCMV-LII para obtener el plâsmido pCMV-BTT, que
expresarâ los BTT por si solos.
2) En el vector pCMV-PrPhBglII para obtener el plâsmido pCMV-spBTT,
que expresarâ BTT fusionado al péptido senal del PrPh.
3.4.5. Expresiôn in vitro de las distintas variantes del priôn a partir de los 
plâsmidos derivados de pCMV.
Previo a los experimentos de vacunaciôn con ADN, se estudiô la expresiôn 
transitoria de cada uno de los plâsmidos derivados del pCMV, tras su transfecciôn en las 
Ifneas celulares establecidas de mamifero: BHK-21, RK13 y/o IBRS-2.
De manera resumida, las lineas celulares se crecieron hasta alcanzar un 70-80% 
de confluencia en plaças M6 (9 cm  ^ de superficie), momento en el que fueron 
transfectadas empleando Lipofectamine y Plus reagent (liposomas de Invitrogen), 
siguiendo el protocole indicado por la casa comercial. Para cada transfecciôn se 
utilizaron 2 pg de plâsmido y durante ésta, las células se mantuvieron en el medio de 
cultive OPTIMEM (Invitrogen), en ausencia de suero fetal bovine (inhibidor de la 
transfecciôn con liposomas). 48 horas tras la transfecciôn las células fueron lavadas, 
tripsinizadas y pasadas a plaças Lab-Tek (Nunc) para realizar los estudios de expresiôn 
mediante inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa utilizando anticuerpos especificos 
para el producto clonado.
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Las inmunofluorescencias indirectas (Botija, 1970) se realizaron sobre la 
monocapa de células transfectadas y previamente sembradas en câmara Lab-Tek. Las 
células fueron fijadas con metanol (Merck) durante 10 minutes en frie, lavadas 3 veces 
con PB S y los sitios de union de proteinas inespecificos, se bloquearon durante 30 
minutes a 37° C, utilizando suero de caballo diluido al 1:100 en PBS. Posteriormente, se 
realizô la incubaciôn con el anticuerpo primario correspondiente: para el priôn se utilizô 
bien el monoclonal 2A11 (Brun et al., 2004) a una diluciôn del 1:100, el monoclonal 
3F4 (DakoCytomation) a una diluciôn del 1:300 o el policlonal de conejo R007 
(Suministrado cortésmente por el Dr. Alejandro Brun, CISA, Madrid) a una diluciôn de 
1:300. Todos los anticuerpos primaries fueron diluidos en PBS y 1% de suero de 
caballo e incubados durante una hora a 37° C en câmara hùmeda. Tras realizar très 
lavados con PBS, las células se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente 
durante 1 hora a 37° C. Dependiendo del anticuerpo primario utilizado y del 
experimento a realizar, se utilizaron los siguientes anticuerpos secondaries diluidos al 
1:300 en PBS 1% de suero de caballo: anti-IgG de ratôn conjugado a fîcoeritrina (PE), 
anti-Ig (G+M+A) de ratôn conjugado a fluoresceina (FITC), anti-IgG de conejo 
conjugado a fluoresceina (FITC) y anti-IgG de conejo conjugado a Texas red (TR). 
Mientras que éste ultime anticuerpo es comercializado por Axxora Platform, los très 
primeros anticuerpos conjugados pertenecen a la casa comercial Sigma. Tras très 
lavados finales con PBS, los portaobjetos de las câmaras Lab-Tek fueron montados con 
Fluoprep (BioMériux), para optimizar su visualizaciôn en el microscopio de 
fluorescencia.
En aquellos casos en que fue requerido, las células fueron incubadas durante 8  
horas, bien con el inhibidor del proteasoma MG132 (Calbiochem) a una concentraciôn 
de 20 pM, o bien con 20 mM de dorure amônico, inhibidor de lisosomas, para a 
centinuaciôn realizar la inmunofluorescencia.
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3.5. Obtenciôn de plasmidos derivados del pET l ia  y expresiôn de 
las proteinas maduras del priôn en Escherichia colL
3.5.1. Obtenciôn de plâsmidos derivados del pET l ia  conteniendo distintas 
variantes del gen del priôn para su expresiôn en £*. colL
Las secuencias de ADN codificantes para las distintas variantes maduras de 
proteina del priôn humana (correspondiente a los aminoâcidos 29-225 de la PrP: sin 
péptido senal ni fragmento carboxilo transmembrana), fueron generadas mediante PCR 
utilizando como molde los plâsmidos pCMV-PrPh, pCMV-E200K, pCMV-D178N y 
pCMV-Al 17V. Asi mismo, la secuencia de ADN codificante para la proteina del priôn 
murina madura fue obtenida también mediante PCR. Los cebadores que hibridan con el 
extremo 5 ' contienen la secuencia diana para la enzima de restricciôn Nde I conteniendo 
el ATG de iniciaciôn y los cebadores que hibridan con el extremo 3' del gen contienen 
la diana de restricciôn Bam Hl, asi como el triplete complementario de un codôn de 
terminaciôn (Tabla 8 ).
Secuencia Nombre cebador
5 '-CA TA rCAAGAAGCGCCCGAAGCCTGG-3 ' Up human mature
5 '-GGA rCCTTACGATCCTCTCTGG-3 ' Down human mature
5 '-CA TA rCAAAAAGCGGCCAAAGCCTGG-3 ' Up mouse mature
5 '-GGA rCCTT AGGATCTTCTCCCGTC-3 ' Down mouse mature
Tabla 8: Secuencias de los cebadores especificos utilizados para la obtenciôn de las secuencias 
codificantes de las proteinas del priôn humanas y murina maduras. En negrita se indica el triplete 
correspondiente al codôn de iniciaciôn, asi como el triplete complementario al codôn de 
terminaciôn. En itàlica las secuencias correspondientes al sitio de reconocimiento de Nde I y Bgl II.
Los fragmentos obtenidos tras la PCR fueron puriflcados y clonados en el 
plâsmido pGEM-T Easy a partir del cual fueron digeridos utilizando la enzimas de 
restricciôn Nde I y Bam Hl. Una vez purificado cada inserto fue clonado directamente 
en el un plâsmido derivado del pET l ia  (Novagen) (que permitirâ la expresiôn de la
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forma madura de la proteina clonada), digerido con estas mismas enzimas para obtener 
los plâsmidos: pET-PrPh, pET -E200K, pET -D178N, pET-A117V y pET-PrPm.
Finalmente y como control negativo experimental, fue clonada la secuencia de 
los epitopos BTT del virus de la fiebre aftosa en el plâsmido pET lia . La existencia de 
las secuencias diana para Nde I y Bam Hl en el sitio de clonaje del plâsmido pGEM-T 
Easy-BTT (véase apartado 3.4.4.) permitiô la escisiôn de la secuencia BTT, su 
purificaciôny su posterior clonaje en el plâsmido pET lia .
3.5.2. Inducciôn de la expresiôn de las proteinas maduras del priôn en E, 
colt
Los plâsmidos pET 1 la  conteniendo las secuencias que codifican para cada una 
de las variantes (sin y con mutaciones) maduras de la proteina del priôn humana y 
murina fueron transformados en las bacterias compétentes Escherichia coli, cepa BL21 
DE3 pLysS (Novagen) utilizando un protocolo clâsico de choque térmico (Inoue et al., 
1990). Previo a la inducciôn de la expresiôn de la proteina, cada colonia se inoculô en 
un litro de medio Luria Bertoni (LB) con ampicilina (50pg/ml, Roche), permitiendo su 
crecimiento hasta que el cultivo alcanzô una densidad ôptica (D.O.eoo) de 0,5, momento 
en que se anadiô IPTG (Roche) a ImM durante 2 horas para permitir la inducciôn de la 
sintesis especifîca de las proteinas.
Finalmente, las células fueron centrifugadas y lavadas 2 veces con tampôn de 
lavado (0,5M cloruro amônico y 20mM fosfato sôdico, pH 7,8). En el ultimo lavado se 
anadiô 0,5mg/ml lisozima (Sigma) y el inhibidor de proteasas PMSF (Sigma) al ImM. 
Tras dos ciclos de sonicaciôn (Sonicador Labsonic M, B. Brown, 100% amplitud, 1 
ùnico ciclo de 5 minutos), las células fueron centrifugadas a 5000 rpm (centrifuga 
Sorvall, rotor SS34) durante 15 minutos a 4° C y resuspendidas en tampôn de 
desnaturalizaciôn (8 M urea, 0,5M cloruro sôdico, 20mM fosfato sôdico, pH 7,8). El 
lisado fue sonicado (100% amplitud, 1 ùnico ciclo de 5 minutos) y centrifugado a 4000 
rpm (centrifuga Sorvall, rotor SS34) durante 10 minutos a 4° C y finalmente 
resuspendido en 4ml de tampôn de desnaturalizaciôn, conservândose a -80° C hasta su 
utilizaciôn.
Para semipurificar la proteina madura del priôn, los extractos anteriores fueron 
dializados frente a PBS (Celulosa de diâlisis, Sigma, MW 12.400) y semipurificados 
mediante cromatografia de intercambio iônico utilizando Sepharosa (Amersham
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Biosciences). Tras permitir su union a la matriz de afinidad y los posteriores lavados, 
las proteinas del priôn fueron eluidas utilizando concentraciones crecientes de cloruro 
sôdico. El rango de concentraciôn en el cual fue eluida la proteina murina del priôn fue 
de 0,5-lM.
La concentraciôn especifîca de proteina obtenida fue estimada mediante tinciôn 
de geles SDS-PAGE con Coomassie, utilizando como patrôn de concentraciôn 
conocida, la seroalbùmina bovina (BSA, Sigma). Asi, las muestras fueron preparadas 
con tampôn de carga SDS (Invitrogen) y cargadas en geles Novex-Tris-glicina (12%) 
(Invitrogen), realizando electroforesis a 200 voltios durante una hora en tampôn de 
corrida (Novex). Para la tinciôn con Coomassie, el gel fue sumergido en una disoluciôn: 
12,5 % Coomassie (1%, Coomassie Blue, Sigma), 50% metanol y 10% âcido acético. 
Cuando las proteinas fueron visibles, el gel fue lavado con agua destilada y secado con 
el sistema “Novex gel drying kit” (Invitrogen).
Para confirmar la especifîcidad de las proteinas, se utilizô la técnica de Westem- 
Blot utilizando anticuerpos especificos. En este caso, los geles fueron transferidos a una 
membrana de PVDF-Inmobilon-P (Millipore) durante 2 horas a 47 voltios en tampôn de 
transferencia (0,3% Tris base, 1,4% glicina en agua destilada), empleando los equipos 
de transferencia de Invitrogen. Tras el bloqueo de las membranas con PBS 5% leche 
descremada la detecciôn especifîca de la PrP humana fue realizada con el anticuerpo 
monoclonal 3F4 (DakoCytomation) a una concentraciôn de 1:1000 en PBS 5% leche 
descremada 0,05% Tween (Sigma). En el caso de la PrP murina la detecciôn fue 
realizada utilizando el anticuerpo monoclonal 2A11 (Brun et al., 2004) a una diluciôn 
1:3000. Los inmunocomplejos fueron detectados con un anticuerpo secundario frente a 
Ig G, Ig A e Ig M de ratôn conjugado a peroxidasa (Sigma) y el revelado se realizô 




3.6. Caracterîzaciôn de la respuesta inmunolôgica tras la 
vacunaciôn con ADN.
3.6.1. Mediciôn de la respuesta humoral o de anticuerpos.
3.6 .1.1. ELISA para detectar anticuerpos especificos frente al priôn.
Los pocillos de plaças de ELISA fueron tapizados con 300 ng de proteina 
semipurificada recombinante PrP expresada en E. coli (ver apartado 3.5.2 de esta 
secciôn) previo bloqueo con PBS-5% leche descremada durante 12 horas a 37° C. La 
incubaciôn con los sueros de los ratones (anticuerpos primarios) se realizô a 37° C 
durante una hora y las diluciones de los sueros fueron preparadas en PBS 5% leche 
descremada conteniendo 0,1% Tween 20. A continuaciôn, las plaças fueron lavadas 3 
veces con PBS-0,1% Tween 20 e incubadas durante 1 hora a 37° C con el anticuerpo 
secundario anti-lg (G+A+M) de ratôn conjugado a peroxidasa (Sigma), diluido al 
1:1000 en PBS-5% leche descremada-0,1% Tween 20. Tras realizar otros très lavados 
con PBS-0,1% Tween 20, se revelô la reacciôn ahadiendo lOOpl del sustrato ABTS 
(Calbiochem) por cada pocillo. La reacciôn se parô ahadiendo 100 pl de SDS al 1% y la 
lectura del resultado se realizô a una longitud de onda de 405 nm.
3.6 .1.2. Western Blot para detectar anticuerpos especificos frente al priôn.
Para la detecciôn de anticuerpos especificos frente al priôn a partir del suero de 
los ratones se utilizaron los siguientes antigenos: 300ng de proteina semipurificada 
recombinante de E. coli (la misma utilizada en el ELISA), lOpl de un extracto soluble 
de cerebro de un ratôn sano no infectados (PrP^) o lOpl de un extracto soluble de 
cerebro de un ratones infectado con el inôculo infeccioso tras el tratamiento con 
Proteinasa K (PrP*^ ®*). Los sueros procedentes de los ratones déficientes para PrP 
(PrPKO) fueron ensayados a una diluciôn de 1:3200 y los de los ratones normales 
fueron utilizados al 1:200. Las condiciones de extracciôn a partir del encéfalo de ratôn y 
del ensayo del Western Blot fue el descrito en el apartado 3.5.2. de esta secciôn.
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3.6 .1.3. Métodos para detectar anticuerpos frente al VFA.
3.6 .1.3.1. ELISA especifico frente al VFA.
El ELISA utilizado para la detecciôn de anticuerpos frente al VFA fue de tipo 
“sandwich”. Los pocillos de plaças de ELISA fueron tapizados con 50pl de un suero 
policlonal de conejo anti-Cl-Noville (Pirbright lAH 2005) a una diluciôn 1/3000 en 
tampôn carbonato-bicarbonato. Tras la incubaciôn toda la noche a temperatura 
ambiente, se realizaron très lavados con PBS-0,05% Tween 20. Para tapizar las plaças 
se utilizaron dos antigenos diferentes: a) 50 pl por pocillo de sobrenadante de células 
lBRS-2 infectadas con VFA cepa CS8  a una diluciôn 1:2 b) 125ng por pocillo del 
péptido sintético A24. En ambos casos, la diluciôn fue realizada en PBS 0,05% Tween 
20, 2% leche descremada y la incubaciôn realizada durante 1 hora a 37° C. Los sueros 
de los animales fueron utilizados a una diluciôn 1/35 en PBS, 0,05% Tween 20 y 2% 
leche descremada. El anticuerpo secundario utilizado fue un anti-lgG conjugado a 
peroxidasa (BioRad) a una diluciôn 1/2000 en PBS, 0,05% Tween 20, 2% leche 
descremada y 10% suero fetal bovino. La incubaciôn fue realizada durante 1 hora a 37° 
C y el revelado se realizô ahadiendo como sustrato de la reacciôn, 50 pl de OPD 
(Sigma). Tras 10 minutos de incubaciôn a temperatura ambiente, la reacciôn fue parada 
con 50 pl de âcido sulfurico y la lectura realizada a 492nm.
3.6 .1.3.2. Seroneutralizaciôn de VFA.
Para realizar los ensayo s de neutralizaciôn, 60 unidades formadoras de plaça 
(ufp) del VFA se pusieron a incubar con diluciones seriadas de cada suero durante 1 
hora a 4° C para a continuaciôn realizar la infecciôn sobre monocapas confluyentes de 
células lBRS-2 creciendo en plaças de M6 . Tras permitir la adsorciôn del virus durante 
1 hora a 37° C con atmôsfera de CO2 , el medio fue retirado y sustituido por 2  ml de una 
disoluciôn 49,5% agar noble (Invitrogen), 49,5% EMEM 2x (Gibco) y 1% SFB. 
Cuando el agar se hubo secado, las plaças fueron incubadas a 37° C durante 24 horas y 
posteriormente fijadas con 2 ml de formaldehido al 2% durante 10 minutos. El agar fue 
retirado y la monocapa tehida con una disoluciôn cristal violeta (0,3% cristal violeta, 
5% formaldehido, 10% etanol 96° y 85% agua destilada) durante 24 horas.
El titulo de la seroneutralizaciôn fue estimado como el valor reclproco de aquella 
diluciôn del suero en la cual se observô un 50% de reducciôn de plaças de lisis.
70
Materiales y mètodos
3.6.2. Mediciôn de la respuesta celular mediante un ensayo de tinciôn 
intracelular de interferôn gamma (IFNy).
Tras el sacrificio de los ratones, los bazos de los animales fueron extraidos en 
condiciones de esterilidad, para a continuaciôn ser macerados en medio de cultivo 
RPMI, filtrados a través de filtros Sigma CD-I 60 (medida del “poro” de la red del 
“colador”). Tras una primera centrifugaciôn, se lisaron los eritrocitos resuspendiendo las 
células en 2ml de cloruro amônico 0,155M pH 7,3. A continuaciôn se realizaron una 
serie de lavados con medio RPMI completo tras los cuales los esplenocitos obtenidos 
fueron contados y sembradas a una densidad de 10^  células por pocillo de plaça M96 
(Nunc) en medio RPMI completo.
Los esplenocitos puriflcados fueron incubados durante un periodo de tiempo que 
variaba entre las 6  y las 36 horas dependiendo del experimento, en medio completo 
RPMI y en presencia del estimulo correspondiente:
i) En el caso de la estimulaciôn especifîca con proteina del priôn recombinante, 
ésta se utilizaba a una concentraciôn de Ipg/ml durante 36 horas.
ii) En el caso de la estimulaciôn especifîca con péptidos del LCMV éstos se 
utilizaban a una concentraciôn de 1 pg/ml, durante 6  horas.
Mientras que en el ultimo caso las células se cultivaban en continua presencia de 
Brefeldina A (BEA, Sigma) a 5pg/ml, para el caso de proteina de priôn recombinante, 
très horas antes de finalizar la incubaciôn, se anadia BEA a una concentraciôn de 10 
pg/ml para evitar de este modo la secreciôn proteica y permitir la acumulaciôn de la 
citoquina intracelularmente.
Una vez finalizada la estimulaciôn, se procedia al marcaje de superficie 
utilizando la mezcla de anticuerpos anti-CD8 -Cycron y anti-CD4-Ficoeritrina 
(Pharmingen), diluidos al 1:200 en PBS-5% suero fetal bovino, durante 30 minutos en 
frio. A continuaciôn y tras realizar très lavados con PBS-5% SFB, se procediô a la 
permeabilizaciôn de las células utilizando formaldehido (Sigma) al 2% en PBS durante 
20 minutos en frio. Tras lavar de nuevo las células 3 veces, en esta ocasiôn con Perm 
Wash (Pharmingen), se realizô la tinciôn intracelular utilizando el anticuerpo anti-IFNy- 
FITC (Pharmingen) a una diluciôn 1:100 en Perm Wash. Finalmente, las células fueron 
lavadas con Perm Wash y resuspendidas en formalina (Sigma) diluida al 2% en PBS. 
Todos los datos representados se obtuvieron a partir de las células vivas seleccionadas a
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partir de 1 millôn de células totales analizadas en un Citômetro de Flujo, modelo 
Excalibur (BD).
3.6.3. Mediciôn de la respuesta celular mediante un ensayo de 
linfoproliferaciôn.
Los experimentos relacionados con el VFA en porcino fueron realizados ensayos 
de linfoproliferaciôn utilizando linfocitos puriflcados a partir de la sangre de los 
animales vacunados justo antes de la infecciôn con el virus, utilizando VFA como 
estimulo in vitro. Para ello, la sangre de los cerdos en estudio fue recogida en presencia 
de anticoagulantes (5mM EDTA) y los linfocitos fueron puriflcados utilizando un 
gradiente de Ficoll (Pharmacia). 2,5 x 10^  células fueron sembradas en cada pocillo en 
presencia de RPMI y fueron estimuladas con 10^  ufp del VFA durante 4 dias a 37° C. 
Como control negativo, las células fueron estimuladas con medio RPMI solo. Tras 4 
dias de estimulaciôn fue realizado un pulso de 18 horas con 0.5 juCi o f  [methyl-3H] 
timidina para finalmente realizar la mediciôn de cuentas por minuto (cpm) en un 
contador de centelleo (Pharmacia). La proliferaciôn se realizô tanto en ausencia como 
en presencia de concentraciones saturantes de anticuerpos anti-clase 1 (MAb 74-11-10) 
(Pescovitz et al., 1985) o anti clase 11 (MAb MSA-3) (Hammerberg and Schurig, 1986).
3.7. Analisis comparative de la acumulacion de en el
encéfalo de los ratones vacunados con ADN.
3.7.1. Histopatologia e inmunohistoquimica.
Aquellos animales infectados con el inôculo del priôn infeccioso y sacriflcados 
por motivos éticos y humanitarios (ver apartado 3.3.1.1.) fueron sujetos a necropsia y 
sus encéfalos fijados por inmersiôn en una disoluciôn al 1 0 % de formol durante una 
semana. Las muestras fueron cortadas transversalmente y fueron sumergidas en âcido 
fôrmico al 98% durante una hora para inactivar la PrP"^®® antes de seguir con el proceso 
de rutina de inclusiôn en paraflna. Secciones de 5 micras de grosor fueron cortadas y 
tenidas con hematoxilina-eosina (HE) (Sigma) o con Cresy Echt violeta (Tinciôn de 
Nissl) (Sigma) para los anâlisis histopatolôgicos habituales.
Para realizar la inmunohistoquimica, las secciones fueron hidratadas y la 
peroxidasa endôgena fue eliminada incubando la muestra con una disoluciôn al 3% de
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perôxido de hidrôgeno en metanol durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las 
muestras fueron tratadas con âcido fôrmico al 98% durante 5 minutos a temperatura 
ambiente y autoclavadas a 126° C durante 11 minutos para desenmascarar los diferentes 
epitopos. Previo a la incubaciôn con anticuerpos, se realizô una digestiôn con proteinasa 
K (Roche) (4pg/ml en Tris-HCL pH 7,8) durante una hora a 37° C. Las secciones de los 
tejidos fueron bloqueadas durante 30 minutos a temperatura ambiente con una 
disoluciôn al 10% en PBS de suero de cabra (Sigma). Las muestras fueron incubadas a 
4° C durante toda la noche con los anticuerpos primarios monoclonales 6H4 (Prionics) y 
2A11 (Brun et al., 2004) diluidos a 1:400 y 1:3000 en PBS respectivamente. Tras esta 
incubaciôn y posterior lavado, las muestras fueron incubadas con el anticuerpo 
secundario anti IgG de ratôn conjugado a peroxidasa (Dako) diluido a 1:20 en PBS. El 
sustrato empleado para el revelado de las muestras fue 3,3 -diaminobencidina (Sigma).
3.7.2. Western blot
Los encéfalos de los ratones infectados con el inôculo infeccioso del priôn 
fueron homogeneizados en la disoluciôn de extracciôn (0,5% Nonidet-40, 1% 
deoxicolato sôdico, lOmM EDTA en PBS pH 7,4). 100 pl de las muestras fueron 
centrifugados a 2.000 g durante 5 minutos para clarificar el extracto. La presencia de 
PrP*^®® en los cerebros de los animales infectados fue determinada a partir de la fracciôn 
insoluble obtenida tras la centrifugaciôn de estos extractos a 25.000 g durante 30 
minutos en colchôn de sacarosa al 15%. Una vez resuspendidos los sedimentos en PBS 
y 5% de sarcosil, las muestras fueron (o no) digeridas con 2 pg/ml de proteinasa K y 
finalmente, fueron tratadas con tampôn de carga SDS (Invitrogen) para ser cargadas en 
geles Novex-Tris-glicina (12%) (Invitrogen). Las condiciones de electroforesis, 
transferencia y Western Blot fueron las mismas a las descritas en el apartado 3.5.2.
Para los estudios de deglicosilaciôn de las proteinas, tras el tratamiento con 
proteinasa K los precipitados fueron lavados con 20mM de fosfato sôdico pH 7,8 y 
resuspendidos en tampôn de deglicosilaciôn (1% SDS, 0,5% NP40, DTT). Las muestras 
fueron desnaturalizadas a 100° C durante 10 minutos y tratadas con 250 unidades de 
PNGasaF (NEB) en tampôn de fosfato sôdico pH 7,8. Tras la incubaciôn durante toda la 
noche, se afiadieron 4 volùmenes de metanol frio y fueron mantenidas durante 2 horas a 
-80° C. Las proteinas fueron precipitadas centrifugando las muestras durante 30 minutos 
a 25000 g y resuspendidas en tampôn de carga SDS (Invitrogen). A continuaciôn fueron
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cargadas en un gel Novex-Tris-glicina (12%) Las condiciones de electroforesis y la 
inmunodetecciôn fueron las mismas a las descritas anteriormente.
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4. RESU LTADOS
La ciencia empieza cuando alguien 




Una de las caracteristicas mas peculiares de las enfermedades causadas por 
priones, ampliamente descrita a lo largo de la introduccion, es la ausencia de una 
respuesta inmunolôgica ffente al agente causal de las mismas, al menos detectable con 
los métodos diagnôsticos clâsicos. El hecho de que el priôn sea un antigeno propio junto 
con la evidencia demostrada de que el propio sistema inmunolôgico actùa como caballo 
de Troya facilitando la diseminaciôn del priôn infeccioso, contribuye a explicar este 
fenômeno.
A pesar de las difîcultades y riesgos que supone el plantear estrategias 
inmunoterapéuticas y/o preventivas contra un antigeno propio como es el priôn, 
decidimos abordar esta tarea utilizando como herramienta metodolôgica la vacunaciôn 
con âcidos nucleicos, combinando diversas estrategias encaminadas a mejorar la 
presentaciôn antigénica de la vacuna. El hecho de que algunas de estas estrategias hayan 
resultado eflcaces en nuestro laboratorio, incluso para romper la tolerancia ffente a un 
antigeno tumoral propio (Xiang et al., 2000), permitia ser optimista en cuanto a la 
consecuciôn de nuestros objetivos.
4.1. Vacunas ADN contra el priôn y el concepto de tolerancia.
El concepto de “tolerancia inmunolôgica” permite explicar la ausencia de 
respuesta inmunolôgica ffente a un antigeno propio, incluso tras la vacunaciôn ffente al 
mismo (Cohen, 2005; Medawar, 1953).
Con el primer experimento que a continuaciôn se describe, se pretendia 
comprobar si el fenômeno de tolerancia frente al priôn se mantenia también tras la 
vacunaciôn con ADN.
En primer lugar, se generaron los plâsmidos pCMV-PrPm y pCMV-PrPh, que 
contienen el gen completo del priôn murino y humano respectivamente, bajo el control 
de un promoter eucariôtico (ver en materiales y métodos). A continuaciôn, ambos 
plâsmidos fueron transfectados en células BHK para comprobar su expresiôn mediante 
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos especificos contra cada una de las especies 
de priôn (Figura 11). Como era de esperar, las células transfectadas mostraron una clara 




Figura 11: Transfeccion de células BHK con los plasmidos pCMV-PrPh (izquierda) y pCMV-PrPm 
(derecha). La inmunofluorescencia fue realizada empleando el anticuerpo monoclonal 3F4 
(DakoCytomation) en el caso de la transfeccion con pCMV-PrPh (figura izquierda) y 2A11 (Brun et 
al., 2004) en el caso de la transfeccion con pCMV-PrPm (figura derecha).
Una vez comprobada su especifîcidad, los plâsmidos fueron utilizados para 
inmunizar ratones 129P2/01a Hsd (que expresan la protema PrP^ constitutivamente). 
Concretamente, 8  animales fueron inmunizados con pCMV-PrPh, 8  con pCMV-PrPm y 
8  con el plâsmido pCMV sin inserto alguno (control negativo del ensayo). Los sueros 
obtenidos 6  semanas tras la ultima inmunizaciôn fueron testados mediante la técnica de 
ELI SA para determinar la presencia de anticuerpos frente a la proteina priônica 
recombinante murina. Los resultados obtenidos se ban representado en la figura 12, 
donde puede observarse que ninguno de los animales inmunizados con pCMV-PrPm fue 
capaz de inducir una respuesta de anticuerpos detectable frente a la proteina del prion 
(Figura 12 A), muy posiblemente debido a que la proteina expresada en la vacuna se 
reconoce como una proteina propia. En contraposiciôn, al menos très de los ocho 
animales inmunizados con pCMV-PrPh fueron capaces de generar una potente respuesta 
de anticuerpos capaces de reconocer tanto la proteina del prion humana (no mostrado) 



























Diluciôn sueros Diluciôn sueros
Figura 12: Resultados del ELISA utilizando los sueros obtenidos tras inmunizar ratones 129P2/01a 
Hsd con pCMV-PrPm (A), pCMV-PrPh (B) y pCMV (linea discontinua en A y B). El antigeno 
utilizado para tapizar las plaças del ELISA fue proteina PrP recombinante murina semipurificada 
expresada en E. colL
4.2. Caracterizaciôn de la capacidad adyuvante del péptido seAal 
(sp) del prion humano en protocoles de vacunaciôn con ADN 
frente al virus de la fîebre aftosa.
Como acabamos de describir, la vacunaciôn con pCMV-PrPh expresando la 
variante normal del priôn humano résulté muy eficiente, sobre todo a la hora de inducir 
una respuesta de anticuerpos (Figura 12B), a pesar de su gran similitud con el priôn 
murino. Una posible explicaciôn a este fenômeno se debe a la existencia en esta 
molécula de un péptido senal muy eficiente a la hora de transportar la proteina humana 
a la superficie celular, lo que permite su interacciôn con las células B.
Partiendo de esta hipôtesis decidimos utilizar el péptido serial del PrPh como un 
transportador de epitopos inmunogénicos de otro patôgeno, en este caso del Virus de la 
Fiebre Aftosa (VFA). Los epitopos escogidos fueron dos epitopos T-CD4\ ubicados en 
la proteina no estructural 3A y en la proteina e structural VP4, respectivamente y un 
epitopo B, principal déterminante del VF A frente al que se desarrollan anticuerpos 
neutralizantes.
Asi pues, se obtuvo el plâsmido pCMV-spBTT, que expresa los epitopos B y T 
del VF A fusionados en tandem (BTT) justo tras el péptido senal (sp) del PrPh. Los
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demâs plâsmidos utilizados en un primer experimento de vacunaciôn fueron el plâsmido 
pCMV-BTT, codifîcando los epitopos BTT del VF A por si solos y el plâsmido vacio 
pCMV como control negativo del ensayo. Finalmente, un gmpo de animales (tanto de 
ratones como de cerdos) fue inmunizado con la vacuna inactivada clâsica (ver 
materiales y métodos).
A pesar de que el ratôn no es el huésped natural del VF A, si es un modelo ideal para 
ensayar nuevas versiones vacunales (Collen et al., 1989; Shi et al., 2007). De aqui que 
inicialmente nos planteâramos un experimento de vacunaciôn utilizando ratones no 
singénicos HsdiICR (CDl). 13 ratones se inmunizaron con pCMV, 12 animales con 
pCMV-BTT y 4 con pCMV-spBTT. 2 semanas tras la tercera y ultima inmunizaciôn, 
los animales fueron sangrados y sus sueros utilizados para la realizaciôn de un ensayo 
de neutralizaciôn frente al VF A asi como para detectar anticuerpos especifîcos mediante 
ELISAs especifîcos.
Los resultados de la detecciôn de anticuerpos neutralizantes se representan en la 
tabla 9. Puede observarse que mientras que todos los animales inmunizados con el virus 
inactivado (5/5) desarrollaban elevados titulos de anticuerpos neutralizantes, ninguno de 
los ratones inmunizados con el plâsmido pCMV-BTT (0/12) parecia responder a la 
vacuna. En contraposiciôn, un 25% (1/4) de los ratones inmunizados con pCMV-spBTT 
respondian dando lugar a anticuerpos neutralizantes frente al VF A, siendo responsable 
de este porcentaje, la fusiôn del péptido senal de la molécula del priôn a los epitopos 
BTT del vims.
Inocule NS/ numéro ratones Titulo NS
pC M V 0 / 1 3 ---
pC M V -B T T 0 / 1 2 ---
pC M V -spB T T 1 / 4 1.6
B E I-C -S 8cl
inactivado
5 / 5 > 2 J
NS: Seroneutralizaciôn.
Tabla 9: Numéro de animales y titulos de anticuerpos neutralizantes obtenidos tras la inmunizaciôn 
de ratones HsdiICR (CDl) con los plâsmidos pCMV, pCMV-BTT y pCMV-spBTT. Como control 
positivo, un grupo de animales fue inoculado con el virus C-S8cl inactivado quimicamente (BEI).
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La realizaciôn de un ELI SA especifico tanto frente al péptido A24 (con la misma 
secuencia de aminoâcidos que el sitio B contenido en las vacunas de ADN) como frente 
al virus C-S8 cl, permitiô confirmar estos resultados, detectândose anticuerpos 
especifîcos ùnicamente en el suero positivo a neutralizaciôn, que corresponde a un 






I I Péptido A24 
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Sueros animales
Figura 13 Resultados del ELISA especifico frente al péptido A24 de FMDV (blanco) y frente al 
virus FMDV (negro) utilizando sueros individuales de ratones inmunizados con pCMV, pCMV- 
BTT y pCMV-spBTT. Los sueros fueron obtenidos 2 semanas tras la tercera ultima inmunizaciôn y 
utilizados a una diluciôn 1:35 en PBS.
De este modo, podriamos concluir que pCMV-spBTT es capaz de inducir 
anticuerpos neutralizantes que, como cabria esperar, resultaria protectivo frente al 
desafïo con el VF A (van Bekkum, 1969). Estos resultados permiten ser optimista en 
cuanto a su posible utilizaciôn en protocoles expérimentales de vacunaciôn en uno de 
los huéspedes naturales del virus, el cerdo.
Asi pues, 4 cerdos Landrace x Large White fueron inmunizados con pCMV- 
BTT, expresando los epitopos del VF A sôlo y 4 mas se vacunaron con pCMV-spBTT, 
expresando los epitopos del VF A fusionados al péptido senal del priôn. Como control 
negativo y positivo del ensayo, 2 cerdos se inmunizaron con el plâsmido pCMV sin 
inserto y un cerdo mâs se inmunizô con la vacuna de virus inactivado, respectivamente.
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2 1  dias tras la ultima inmunizaciôn, los cerdos e infectaron con una dosis de 5x10^ ufp 
del VFA cepa C-S8 cl para a continuaciôn hacer tanto, un seguimiento diario de la 
sintomatologia y de los signos clinicos de la enfermedad (Figura 14), como una 












Figura 14: Representaciôn esquemâtlca de la severldad de los signos clinicos tipicos de fiebre aftosa 
manifestados en los cerdos inmunizados con pCMV-BTT, pCMV-spBTT, pCMV y BEI-C-SScl 
durante 10 dias tras el desafio con el VFA. Las tonalidades mâs claras indican signos clinicos 
suaves frente a las oscuras que indican una sintomatologia mâs severa. Como control sin 
sintomatologia fue incluido el cerdo numéro 3 que habia sido inmunizado con la vacuna inactivada 
previamente al desafio.
Los cerdos control inmunizados con el plâsmido pCMV, comenzaron a 
desarrollar la sintomatologia y signos clinicos dentro de las 48 horas post infecciôn 
(fîebre y vesiculas en las patas). En los siguientes dias desarrollan lesiones también en 
hocico y boca y los animales sufrieron anorexia y cojera. A partir del dia 7 los cerdos 
inmunizados con pCMV experimentaron una mejoria hasta su casi total recuperaciôn a 
dia 10, en que fueron sacrificados. En contraposiciôn, el animal vacunado con el virus 
inactive no sufriô ni el mâs leve sintoma de la enfermedad tras el desafio con el VFA.
Sorprendentemente, todos los cerdos inmunizados con pCMV-BTT, no sôlo no 
quedaron protegidos sino que ademâs mostraron una clara exacerbaciôn de los signos 
clinicos desde el mismo momento de su apariciôn dentro de las 48 horas post infecciôn.
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observândose una mayor presencia de vesiculas en las patas y boca. La severidad en la 
sintomatologia observada se prolongé en el tiempo hasta el dia 1 0  en que los animales 
fueron sacrificados. La severidad de la enfermedad llegô hasta tal punto que uno de los 
animales, el cerdo numéro 6 , muriô a dia 5 post infecciôn, fruto de las graves lesiones 
producidas durante la infecciôn.
Finalmente, el 100% de de los cerdos vacunados con pCMV-spBTT, tuvieron 
sintomas mucho mâs leves de la enfermedad, observândose tanto una reducciôn en el 
numéro como en el tamano de las vesiculas encontradas en patas y boca, respecto a los 
cerdos control inmunizados con pCMV. Ademâs en el 50% de ellos (2/4) se observé un 
retraso de aproximadamente 24 horas en la apariciôn de los sintomas clinicos de la 
enfermedad.
La indiscutible relaciôn que existe entre la inducciôn de anticuerpos 
neutralizantes y la protecciôn frente al VFA (van Bekkum, 1969), hizo que en un 
principio enfocâramos nuestros primeros experimentos a medir éstos a partir del suero 
extraido de los animales 3 semanas tras la ultima inmunizaciôn y utilizando un ensayo 
de neutralizaciôn del VFA en monocapa (ver materiales y métodos). De una manera 
similar a lo observado en ratôn (Tabla 9), ùnicamente uno de todos los animales 
vacunados fue capaz de generar una respuesta de anticuerpos neutralizantes, 
coincidiendo de nuevo con uno de los 4 animales (25%) inmunizados con la 
construcciôn pCMV-spBTT (Figura no mostrada).
Estos resultados ratifican de un lado, la relevancia de los anticuerpos 
neutralizantes en protecciôn frente al VFA pero por el otro, demuestra claramente que 
ha de existir uno o varios mecanismos altemativos de protecciôn que expliquen la 
reducciôn en los sintomas observada en al menos 3 de 4 animales (75%) vacunados con 
pCMV-spBTT. Con el objetivo de desentranar éstos, decidimos realizar un ensayo de 
linfoproliferaciôn utilizando linfocitos purificados a partir de la sangre de los animales 
vacunados justo antes del desafio con el VFA, utilizando como estimulo 10  ^ ufp del 
virus. Con el objetivo de définir si se trata de células T-CD8  ^o de células T-CD4^, las 
que proliferan especificamente, éstas se incubaron en ausencia o en presencia de 
anticuerpos monoclonales que bloquean, bien las moléculas de histocompatibilidad de 
clase I (anti-SLAI) o bien las moléculas de histocompatibilidad de clase I (anti-SLAII).







” 'T 2 ,S 0 0 □  No anticuorpo 
a-dassl 
a-class
pCMV Vac. Inac. pCMV-BTT pCMV-spBTT 
(P1) (P4) (P7) (P9)
Antes de la infecciôn
Figura 15. Los cerdos se inmunizaron 2 veces con la vacuna inactivada (Vac. Inac. P4) o très veces 
con los plâsmidos pCMV (PI), pCMV-BTT (P5) o pCMV-spBTT (P9), y très semanas tras la ultima 
dosis, se sangraron para medir la respuesta proliferativa de sus linfocitos de sangre en respuesta al 
VFA. Las respuestas proliferativas de los cerdos fueron medidas tanto en ausencia de anticuerpos 
(en blanco), como en presencia de anticuerpos anti-clase I (en gris) o anti.clase II (en negro). Los 
valores representados corresponden a la media de très replicas. Valores por debajo de lOOG Acpm 
fueron considerados como negativos.
Como cabia esperar, antes del desafïo no se observé respuesta alguna en los 
animales control inmunizados con pCMV, mientras que la vacuna inactivada indujo una 
clara respuesta celular restringida por clase II, lo que indica una tipica respuesta T-CD4^ 
cooperadora (Figura 15). En contraposicion, la proliferaciôn especifica de las células T 
inducidas por la vacuna pCMV-BTT era inhibida al 100% por anticuerpos anti-clase I, 
indicativa de una respuesta T-CD8  ^ citotôxicos (CTL). Finalmente la proliferacion 
especifica de las células T inducidas por la vacuna protectiva pCMV-spBTT era 
inhibida ùnicamente al 50% por ambos anticuerpos: anti-clase I y anti-clase II, 
indicative muy probablemente de la inducciôn ambos tipos de células T CD8  ^y CD4^.
De todos estos resultados se pueden extraer varias conclusiones que demuestran 
la utilidad de la fusiôn del péptido serial del priôn a epitopos de otros patôgenos, en este 
caso, del VFA. Por un lado, hemos demostrado que la vacunaciôn con ADN expresando 
epitopos B y T del VFA fusionados al péptido senal del priôn es capaz de inducir 
anticuerpos neutralizantes y protectivos frente el virus. Por otro lado, esta misma vacuna
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(pCMV-spBTT) facilita la presentaciôn de epitopos T, tanto en Clase I como en Clase 
II, desembocando en una respuesta celular protectiva. Finalmente, la vacunaciôn con 
ADN expresando estos mismos minigenes por si solos (pCMV-BTT) induce una 
respuesta celular que se inhibe al 100% con anticuerpos anti-Clase I que, en lugar de 
resultar protectiva para el animal exacerba los sintomas de la enfermedad.
En resumen podriamos concluir que a la hora de disenar una vacuna, résulta 
esencial no sôlo desenmascarar los epitopos protectivos sino también los mecanismos 
implicados en protecciôn.
4.3. Estudios de respuesta inmunolôgica frente a diferentes 
variantes de la proteina del prion.
Como hemos visto en la primera secciôn de resultados, las vacunas ADN 
conteniendo el gen de la proteina del priôn murino no son capaces de romper la 
tolerancia en ratones, mientras que pequenos cambios de secuencia en el gen humano 
(permiten que el antigeno sea reconocido como “extrano” y que se produzca una 
respuesta inmunolôgica especifica contra la proteina del priôn (Figura 12). Teniendo 
estos datos en cuenta, decidimos estudiar la inmunogenicidad de diversas variantes 
patogénicas de la PrP^ humana. El objetivo de estos experimentos era estudiar si la 
presencia de cada una de estas mutaciones ténia o no un reflejo en su presentaciôn 
antigénica y en la respuesta inmunolôgica inducida tras la vacunaciôn con ADN en 
ratôn, aprendizaje que en un futuro podria facilitar el desarrollo de nuevas metodologias 
diagnôsticas que faciliten el diagnôstico y seguimiento de la enfermedad e incluso la 
obtenciôn de estrategias inmunopreventivas contra las EETs en humanos.
4.3.1. Respuesta humoral o de anticuerpos frente al priôn y sus “variantes 
patogénicas” tras la vacunaciôn con ADN.
Con esta hipôtesis de partida, se inmunizaron ratones con el plâsmido pCMV- 
PrPh, conteniendo el gen de la proteina del priôn humano normal o con los plâsmidos 
pCMV-E200K, pCMV-D178N, pCMV-Al 17V, expresando las variantes de la proteina 
priônica humana asociadas a la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) familiar, 
Insomnio Familiar Fatal (IFF) y Gerstmann-Strâussler-Scheinker (GSS), 
respectivamente ( 8  ratones por grupo de inmunizaciôn). Como control negativo del 
ensayo se inmunizaron 8  animales con el plâsmido pCMV. 6  semanas tras la ultima
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inmunizaciôn los animales se sangraron y los sueros obtenidos fueron analiados 
mediante un ELISA especifico frente a la proteina recombinante murina semipurifcada 



























































Diluciôn sueros Diluciôn sueros
Figura 16: Resultados del ELISA utilizando los sueros obtenidos tras inmunizar ratone; con 
pCMV-PrPh (A), pCMV-E200K (B), pCMV-D178N (C), pCMV-A117V (D) y el control ne^tivo 
pCMV (lineas discontinuas en todos los paneles). En todos los casos se utilizô proteina PrP 
recombinante murina como antigeno para tapizar las plaças del ELISA.
Como acaba de ser descrito, très de los ocho animales inmunizados con pCvTV- 
PrPh (el 33,6%), expresando el priôn normal sin mutaciones, fueron capaces de incucir 
una clara respuesta de anticuerpos (A). En contraposiciôn, de los 24 aninales 
inmunizados con los plâsmidos expresando las distintas mutaciones de la protelni del
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priôn humana, ùnicamente uno fue capaz de dar lugar a una respuesta de anticuerpos (el 
4,1%), correspondiendo este con un ratôn vacunado con pCMV-E200K (B).
Asi pues, un ùnico cambio de aminoâcido de la proteina del priôn afecta no sôlo 
a su estructura terciaria y a su localizaciôn intracelular (Capellari et al., 2000; Jin et al., 
2000; Negro et al., 2001; Petersen et al., 1996; Singh et al., 1997; Zanusso et al., 1999) 
sino que también se ve afectada su presentaciôn antigénica al sistema inmunolôgico, al 
menos a las células B.
Con el objetivo de caracterizar con mâs detalle el tipo de respuesta inducida, los 
sueros obtenidos tras la vacunaciôn con cada una de las vacunas se utilizaron en un 
ELISA modificado, utilizando en este caso, la proteina del priôn desnaturalizada en urea 
con el objetivo de exponer posibles epitopos lineales del priôn que pudieran encontrarse 
“encriptados” en su conformaciôn nativa. Como cabia esperar, aquellos sueros que 
resultaron positives en un ELISA frente a la forma nativa del priôn murino (Figura 17, 
en blanco), lo eran también frente a la forma desnaturalizada (Figura 17, en gris), siendo 
incluso mayores los valores de densidad ôptica observados para la proteina 
desnaturalizada que para la nativa para aquellos sueros que reconocen ambas (*). Sin 
embargo, si que resultô sorprendente el hecho de que muchos sueros negativos frente a 
la proteina PrP murina nativa, resultaran altamente positives para la proteina 
desnaturalizada. Asi, los ratones 4 y 5 vacunados con pCMV-E200K y 5 de los 8  
ratones vacunados con pCMV-D178N (>56%), inducian gran cantidad de anticuerpos 
que especificamente reconocian sôlo epitopos B lineales del priôn. En cualquiera de los 
casos, la inmunizaciôn con pCMV-Al 17V no provocô ninguna respuesta de anticuerpos 
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Figura 17: Resultados de! ELISA utilizando los sueros obtenidos tras inmunizar ratones con 
pCMV-PrPh, pCMV-E200K, pCMV-DI78N, pCMV-AII7V y el control negativo pCMV. Los 
antigenos utilizados para tapizar las plaças del ELISA fueron la proteina del priôn recombinante 
murina en forma nativa (blanco) y desnaturalizada (gris). Todos los sueros fueron utilizados a una 
diluciôn 1/50. Los valores de D.O. por debajo de la linea discontinua se ccnsideraron negativos.
Con todos estos resultados, se puede aflrmar que la inmunizaciôn de ratones con 
vacunas ADN que codifican por distintas variantes de la protema del priôn humana 
provoca respuestas inmunolôgicas cuantitativa y cualitativamente diferentes, siendo 
distinta para cada una de las mutaciones testadas (resultados resumidos en tabla 10). Por 
un lado, mientras que en el 38% de los ratones vacunados con pCMV-PrPh se detectan 
concomitantemente tanto anticuerpos conformacionales como lineales, ùnicamente el 
4% de todos los animales vacunados con formas mutadas del priôn inducen una 
respuesta de anticuerpos capaces de reconocer al priôn en su conformaciôn nativa. 
Cuando esta respuesta se subdivide segùn cada mutaciôn, ùnicamente E200K es capaz 
de inducir anticuerpos contra la forma nativa del priôn. Curiosamente, otro 25% de los 
ratones vacunados con pCMV-E200K y el 63% de los ratones vacunados con pCMV- 
D178N presentan elevados titulos de anticuerpos capaces de reconocer ùnicamente 
epitopos lineales del priôn. Finalmente, la vacunaciôn con pCMV-Al 17V, no fue 











Tabla 10: Porcentaje de animales positivos para anticuerpos especifîcos contra el priôn tras la 
inmunizaciôn con las construcciones pCMV-PrPh, pCMV-E200K, pCMV-D178N y pCMV-A117V 
con titulos de anticuerpos positivos frente a los antigenos PrP murina (nativa) y PrP 
desnaturalizada. PrP* représenta los valores medios de porcentajes de anticuerpos generados por 
las formas mutadas de la PrP humana.
De una manera muy resumida, los animales inmunizados con pCMV-PrPh 
parecen generar un repertorio de anticuerpos muy completo que comprende tanto el 
reconocimiento epitopos conformacionales como lineales mientras que la inmunizaciôn 
con las variantes patogénicas de la proteina del priôn humana parecen inducir 
mayoritariamente la generaciôn de anticuerpos frente a epitopos lineales, détectables 
ùnicamente cuando la proteina se encuentra en forma desnaturalizada. Ademâs de la 
diferente presentaciôn antigénica de la proteina del priôn humana “normal” respecto a 
sus variantes mutadas “patogénicas”, nuestros resultados apuntan a su vez a diferencias 
en la presentaciôn del antigeno dependiendo de la mutaciôn estudiada.
4.3.2. Respuesta celular citotôxica (CTL) frente al priôn y sus “variantes 
patogénicas’’ tras la vacunaciôn con ADN.
Con el fin de poder evaluar mâs en profundidad las diferencias existentes tanto 
en la presentaciôn antigénica de las diversas mutaciones patogénica humanas del priôn 
como en la respuesta inmunolôgica inducida in vivo tras la vacunaciôn con ADN, 
decidimos extender nuestros estudios a la respuesta inmunolôgica celular.
Desgraciadamente, en el momento en que se comenzaron estos estudios, no se 
conocia prâcticamente nada sobre la respuesta inmunolôgica que inducia el priôn, 
menos aùn en lo que se refîere a posibles epitopos T reconocidos por el sistema 
inmunolôgico. De aqui, que para poder medir la respuesta celular inducida por cada una 
de las variantes de la proteina del priôn, decidiéramos generar una serie de moléculas 
quiméricas del priôn conteniendo epitopos B y T inmunogénicos ya caracterizados de
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otros patôgenos (del mismo modo a lo descrito para epitopos del VFA en el apartado
3.4.4. de resultados). La fusiôn de estos epitopos a las variantes patogénicas de la 
molécula del priôn en posiciones que no interfieran con su funciôn, permitiria estudiar 
los efectos que cada una de las mutaciones en el priôn provocaban en la respuesta 
inmunolôgica inducida. De entre los epitopos inmunogénicos fusionados en tandem 
(ET) y descritos en la secciôn de materiales y métodos, se encuentra el epitopo GP33, un 
epitopo T-CD8  ^ (CTL) del virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV) localizado 
en la glicoproteina de LCMV (posiciones 33-41). GP33 se présenta por la molécula H2^ 
del CMH I tras el procesamiento de ésta en el proteasoma de la célula presentadora de 
antigeno. La inducciôn de una respuesta eficiente frente a GP33 es capaz de conferir 
protecciôn frente al LCMV en ratones C57 BL/ôJOlaHsd (Whitton et al., 1993).
Los plâsmidos generados como fusiôn de los epitopos en tândem (ET) al amino terminal 
de cada una de las moléculas del priôn (ver en materiales y métodos), fueron los 
siguientes:
- pCMV-PrPhET: codifica por el gen del priôn humano normal füsionado a los ET. 
pCMV-E200KET, codifica por la variante E200K füsionado a los ET. 
pCMV-D 178NET, codifica por la variante D178N füsionado a los ET. 
pCMV-Al 17VET, codifica por la variante Al 17V füsionado a los ET.
Como contrôles negativos para esta serie de experimentos fueron disenados dos 
plâsmidos diferentes, uno conteniendo el tândem de epitopos por si solos (pCMV-ET) y 
el otro conteniendo los ET fusionados ùnicamente a la secuencia del péptido senal de la 
molécula del priôn (sp) (pCMV-spET).
Se procediô a realizar un experimento de vacunaciôn con ADN in vivo, 
utilizando en este caso ratones C57 BL/6J01aHsd. El objetivo de este experimento era 
poder comparar la respuesta protectiva inducida frente al LCMV tras la vacunaciôn con 
los distintos plâsmidos. Cualquier diferencia en protecciôn ùnicamente podria ser 
adscrita a la respuesta celular T-CD8  ^ inducida contra el epitopo G P 3 3 ,  ùnico 
déterminante protectivo frente al LCMV contenido en la vacuna.
Asi pues, 4 ratones C57 BL/6J01aHsd se inmunizaron con cada uno de los 
plâsmidos disenados, incluyendo un grupo control negativo inmunizado con pCMV y 
un grupo control positivo pre-vacunado con una dosis subletal del LCMV (Rodriguez et 
al., 1997).
Tras la ùltima inmunizaciôn, todos los ratones fueron sangrados con el fin de 
estudiar la respuesta de anticuerpos frente a la proteina del priôn. Cada una de las
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construcciones se comporté como cabia esperar (Figura 17). Mientras que el 50% de los 
animales vacunados con pCMV-PrPhET inducian anticuerpos capaces de reconocer el 
priôn en su forma nativa, las variantes mutadas provocaron la inducciôn de anticuerpos 
que reconocian mayoritariamente epitopos lineales del mismo (resultados no 
mostrados).
Con el objetivo de estudiar la respuesta T-CD8  ^ inducida por las vacunas, asi 
como el grado de protecciôn conferido contra el LCMV, todos los animales fueron 
desafiados con 2x10^ ufp del virus LCMV cepa Armstrong, un mes tras la ùltima 
inmunizaciôn, para 4 dias tras el desafïo ser sacrificados. Tras el sacrificio, el bazo de 
cada animal fue dividido en dos secciones: una mitad para calcular la carga viral, y la 
otra mitad para realizar los ensayos de mediciôn de la respuesta T especifica mediante 
un ensayo de ICCS (ver en materiales y métodos).
De una manera resumida, los esplenocitos de cada animal fueron estimulados 
durante 6  horas en presencia del péptido G P 3 3  especifico o de un péptido irrelevante, 
afiadiendo BFA al cultivo para favorecer la acumulaciôn intracelular de las citoquinas 
(ver materiales y métodos). La posterior tinciôn extracelular para la molécula CD8  e 
intracelular de Interferôn gamma (ICCS), revelô el porcentaje de células T-CD8  ^























Figura 18: Porcentaje de células TCD8^ que expresan IFN-y en respuesta al estimulo especifîco 
(circulos), tras la inmunizaciôn de ratones C57 BL/6J01aHsd con los diferentes plâsmidos 
senalados en la figura. Como control positivo del ensayo, se utilizaron dos ratones previamente 
infectados con una dosis subletal del virus LCMV.
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Como cabia esperar, los animales vacunados con el plâsmido sin inserto, 
resultaron negativos para el ensayo, ya que 4 dias tras la infecciôn con LCMV es 
demasiado pronto como para que se pueda detectar una respuesta T-CD8  ^especifica. En 
contraposiciôn, alrededor del 15% de las células T-CD8  ^ de los ratones previamente 
vacunados con LCMV (control positivo), respondian especificamente al estimulo 
especifico (LCMV memoria).
Tomando los datos en su conjunto, cabe destacar que mientras sôlo 1 de los 4 
animales inmunizados con la PrP humana sin ninguna mutaciôn dio lugar a una 
respuesta T-CD8  ^ positiva (25%), el 60% de los vacunados con los plâsmidos que 
expresaban las variantes mutadas, respondieron positivamente. Por grupos, se pudo 
comprobar que las vacunas que contenian las mutaciones Al 17V y E200K fueron 
capaces de inducir una clara respuesta T-CD8  ^en el 50% de los ratones, mientras que la 
vacuna conteniendo la mutaciôn D178N lo hizo en el 75% de ellos (3/4).
La inducciôn de respuestas CTL especifîcas frente al LCMV y la protecciôn 
frente al mismo estân intimamente ligadas (Whitton et al., 1993) por lo que cabria 
esperar una correlaciôn entre ambas para el caso del protocole de vacunaciôn recién 
descrito. Con el objetivo de medir la protecciôn inducida por nuestras vacunas, la otra 
mitad del bazo utilizado en el experimento anterior, se utilizô para calcular la carga viral 
existente a dia 4 tras la infecciôn. Para ello, los bazo s fueron macerados y utilizados 
como inôculo sobre monocapas de células Vero cubiertas con agarosa, para 5 dias 















Figura 19: Ratones C57 BL/6JOIaHsd fueron inmunizados con pCMV-PrPh ET, pCMV-E200KET, 
pCMV-D178NET, pCMV-A117VET, pCMV-spPrPhET, pCMV-ET y pCMV. Todos los animales 
fueron desafiados con LCMV (incluyendo un grupo previamente vacunado con una dosis subletal 
del LCMV), 4 dias tras el desafio fueron sacrificados y los bazos triturados y utilizados como 
inôculo infeccioso sobre células Vero. El resultado de carga viral se muestra como numéro de 
unidades formadoras de plaças (ufp) por cada gramo de tejido. La linea discontinua indica el 
umbral por debajo del cual se considéra como totalmente protegido a un animal.
Como puede observarse, en general parece existir una muy buena correlaciôn 
entre inducciôn de una respuesta T-CD8^ y protecciôn. Asi, tanto tras la inmunizaciôn 
con el plâsmido sin inserto (pCMV) como la vacunaciôn con la vacuna que codifica los 
epitopos en tândem por si solos (pCMV-ET) no indujo ningùn tipo de protecciôn 
(comparten la misma cantidad de virus por gramo de tejido), correlacionando con la 
ausencia total de respuesta T-CD8^ especifica. En el otro extremo, los animales pre 
vacunados con LCMV quedaban protegidos al 100% sin que pudiera detectarse virus en 
el bazo, lo que corresponde con una gran respuesta especifica de células T-CD8^.
Curiosamente, ninguno de los animales vacunados con pCMV-PrPhET 
(codifîcando la molécula priôn humana normal sin ningùn tipo de mutaciôn fusionada a 
los epitopos en tândem), resultô sôlidamente protegido, muy probablemente debido a 
los bajos niveles de células T-CD8^ inducidas (Figura 18), resultando ésta incluso
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inferior a la obtenida mediante la fusiôn del péptido senal a los ET (ver carga viral en el 
grupo pCMV-spET en figura 19). Mucho mâs sorprendente resultaron los datos 
obtenidos tras la vacunaciôn con las distintas variantes “patogénicas” de la proteina, que 
muestran una correlaciôn del 100% con los resultados de mediciôn de respuesta T 
especifica (comparar Figuras 18 y 19). Asi, el 50% de los animales inmunizados con 
pCMV-E200KET o con pCMV-Al 17 VET quedaron sôlidamente protegidos, 
ascendiendo el porcentaje al 75% de los animales inmunizados para el caso de la 
vacunaciôn con pCMV-D178NET. Este ultimo caso résulta especialmente interesante 
ya que la protecciôn fue total en 2 de los 4 animales, no pudiendo detectarse virus en el 
bazo, implicando una ôptima presentaciôn de este epitopo a las células T-CD8\ algo 
difïcil de obtener con vacunas ADN y minigenes (An et al., 2000).
A modo de resumen, cabria afirmar que tras la inmunizaciôn con ADN, existe 
una presentaciôn antigénica diferencial entre las distintas variantes mutadas de la 
proteina del priôn, consecuencia de la cual la respuesta inmunolôgica humoral y celular 
a la que dan lugar es diferente. Asi, mientras que la variante normal del priôn induce 
muy eficientemente anticuerpos, las variantes “patogénicas” del priôn inducen mâs 
eficientemente una respuesta T-CD8^ especifica.
4.3.3. Estudios de protecciôn frente a diferentes variantes de la protema 
del priôn.
Durante el transcurso de esta tesis, Ishibashi y colaboradores publicaron un 
trabajo muy interesante utilizando la vacunaciôn como estrategia para controlar la 
infecciôn intraperitoneal por priones. Estos autores, demostraron que los ratones 
quedaban completamente protegidos tras la inmunizaciôn con proteina bovina, es decir, 
un priôn heterôlogo (Ishibashi et al., 2006).
Teniendo en cuenta estos resultados tan sorprendentes de protecciôn heterôloga, 
decidimos evaluar la capacidad protectiva de nuestras vacunas ADN expresando las 
diversas variantes del priôn humano, capaces como hemos comprobado anteriormente 
de inducir una respuesta inmunolôgica diferencial tras su inoculaciôn como vacunas 
ADN. Con el objetivo de evitar interpretaciones errôneas en el seguimiento de la 
sintomatologia clinica, decidimos realizar el desafio intracraneal con un inôculo 
infeccioso adaptado a ratôn, modelo con el que poseemos amplia experiencia en el 
laboratorio (Castilla et al., 2005).
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Asi, 6 grupos con 4 ratones 129P2/01aHsd cada uno, fueron inmunizados con 
los plâsmidos: pCMV-PrPh (expresando el priôn humano normal), pCMV-E200K, 
pCMV-D178N, pCMV-Al 17V (expresando las diversas variantes) y un grupo control 
negativo inmunizado con el plâsmido sin inserto pCMV. 6 semanas tras la ùltima 
inmunizaciôn fueron infectados intracranealmente con una dosis létal del inôculo 
infeccioso adaptado al ratôn (Castilla et al., 2005). Los signos clinicos de los animales 
fueron evaluados semanalmente por un observador objetivo (“observaciôn a ciegas”) y 
por razones éticas, los animales en fase terminal fueron sacrificados.
A pesar de la potente respuesta inmunolôgica inducida por alguno de los 
plâsmidos utilizados, ninguna de las vacunas fue capaz de protéger a los ratones frente 
al desafïo intracraneal con el priôn infeccioso. Asi, no se observaron diferencias ni en la 
severidad de los signos clinicos, ni en los tiempos de incubaciôn desde el inicio de la 
infecciôn hasta la apariciôn de los primeros sintomas entre los grupos de inmunizaciôn. 
Del mismo modo, todos los animales acabaron sucumbiendo entre los dias 125 y 135 
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Figura 20: Ratones 129P2/OlaHsd fueron inmunizados con las construcciones pCMV-PrPh, 
pCMV-E200K, pCMV-D178N, pCMV-A117V y pCMV y postcriormcntc fueron desafiados 
intracranealmente con una dosis létal de inôculo de priôn infeccioso adaptado a ratôn (ver 
materiales y métodos). En el grâfico de barras se representan los dias transcurridos iesde la 
infecciôn de los animales hasta el dia de su sacrificio (estado terminal de la enfemedad), 
indicandose asi mismo la desviaciôn estàndar existente dentro de cada grupo.
96
Resultados
A pesar de no observai diferencias en la supervivencia entre los distintos grupos, 
se realizaron estudios inmunohistoqmmicos para comparar la acumulaciôn de protema 
infecciosa en los encéfalos de los animales inmunizados con los distintos plâsmidos 
(Figura 21 A y B), asi como un estudio histolôgico comparativo de las lesiones (Figura 
21 C y D). Correlacionando con la ausencia de protecciôn observada, no se observaron 
diferencias significativas entre los distintos grupos de animales.
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Figura 21: Inmunohistoquimica para la detecciôn de PrP^ *^  (MAb 6H4, Prionics 1:3000) en 
hipocampo (A) y medula oblongada (B). En hîpocampo se observan estructuras inmunotenidas de 
tipo plaça (A) y, en medula oblongada (B), se observan patrones de tinciôn de tipo granular y 
punteado en neuropilo. Tinciôn de hematoxilina eosina mostrando évidentes lesiones espongiformes 
en hipocampo (C) y medula oblongada (D).
Para distinguir la protema priônica total de la protema infecciosa acumulada, los 
extractos de encéfalo se incubaron en ausencia (Figura 22 (-)) o en presencia de PK 
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Figura 22: Western Blet de los encéfalos de animales 129P2/01aHsd inmunizados con pCMV-PrPh, 
pCMV-E200K, pCMV-D178N, pCMV-A117V y pCMV y posteriormente desafiados con inôculo de 
priôn infeccioso, tomadas post mortem (muestras de un animal représentative para cada grupo). El 
sfmbolo (-) indica protema del priôn infecciosa insoluble sin tratar con PK, (+) indica protema del 
priôn infecciosa tratada con PK. El anticuerpo especifico utilizado fue el 2A il  a una diluciôn 
1:3000 en PBS (Brun et al., 2004).
Asi pues, tanto los estudios histolôgicos como el Western Blot realizados post­
mortem confirman la ausencia de protecciôn trente al desafio intracraneal por parte de 
las vacunas ADN ensayadas hasta el momento, a pesar de la potente respuesta 
inmunolôgica inducida por las vacunas. Por un lado, los anticuerpos inducidos por la 
vacunaciôn con pCMV-PrPh no resultaron eficientes, a pesar de reconocer la protema 
del priôn en su forma nativa. Por el otro lado, la vacunaciôn con el resto de los 
plâsmidos pCMV-E200K, pCMV-D178N y pCMV-Al 17V, resultô ineficiente contra el 
desafio intracraneal a pesar de la potencial inducciôn de una respuesta CTL especifica 
y/o de inducir una potente respuesta de anticuerpos que reconocen epitopos lineales del 
priôn. La falta de protecciôn frente al desafio con el priôn infeccioso adaptado a ratôn, 
podria estar relacionada con el hecho de haber utilizado vacunas ’’heterôlogas” 
expresando secuencias del priôn humano, limitaciôn que nos encontramos en muchas 
ocasiones a la hora de disefiar vacunas frente a casi cualquier otro patôgeno. Esta y otras 
hipôtesis que permitan explicar la disparidad de nuestros con los previamente 




4.4. Estrategias de potenciaciôn de la respuesta inmunolôgica 
frente a la proteina del priôn.
Como se ha descrito hasta el momento, la vacunaciôn de ratones con pCMV- 
PrPm (expresando la proteina del priôn murina) es incapaz de de romper la barrera de la 
tolerancia e inducir una respuesta de anticuerpos frente a la proteina del priôn (Figura 
12 A), presumiblemente porque el antigeno expresado en la vacuna era reconocido 
como algo propio. Por otro lado, la vacunaciôn de ratones con pCMV-PrPh expresando 
el priôn humano normal o cualquiera de sus variantes mutantes no resultô eficiente a la 
hora de protéger frente al desafio intracraneal con el priôn infeccioso adaptado a ratôn, a 
pesar de inducir una potente respuesta inmunolôgica (Figura 18).
Con el objetivo de maximizar las posibilidades de éxito de protecciôn frente al 
desafïo con priôn infeccioso murino, decidimos disenar nuevas estrategias vacunales 
capaces de potenciar la respuesta inmunolôgica inducida en ratôn contra el priôn 
homôlogo (de ratôn). Las estrategias descritas a continuaciôn se basan en optimizar la 
presentaciôn antigénica de la vacuna, utilizando para ello herramientas previamente 
desarrolladas en nuestro laboratorio para potenciar la protecciôn tanto frente a
patôgenos virales (Rodriguez et al., 1998; Rodriguez et al., 2001; Rodriguez and
Whitton, 2000; Rodriguez et al., 1997), como para romper la tolerancia contra antigenos 
propios tumorales y conferir protecciôn frente al melanoma en ratones (Xiang et al., 
2000).
Asi pues, con el objetivo de mejorar los resultados obtenidos con pCMV-PrPm, 
se desarrollaron dos nuevos plâsmidos:
i) pCMV-UbPrPm, vacuna de ADN que expresa la proteina del priôn
murina fusionada a un monômero de ubiquitina que marca la proteina 
para ser degradada en el proteasoma, favoreciendo asi su entrada en la
ruta de presentaciôn antigénica de clase I y potenciar en lo posible la
respuesta T-CD8^ citotôxica o “CTL” (Figura 23).
ii) pCMV-PrPmLII, vacuna de ADN que expresa la proteina del priôn 
murina fusionada a la senal de transporte al lisosoma de la proteina 
integral de membrana lisosomal de tipo II (LIMPII), con el objetivo de 
favorecer la entrada de antigeno en la ruta de presentaciôn antigénica 
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Figura 23: La fusiôn de un monômero de ubiquitina a la molécula del priôn favorece su 
presentaciôn antigénica por clase I, mientras que la fusiôn de LII a la molécula del priôn favorece 
su presentaciôn antigénica por clase IL
El tercer plâsmido utilizado como vacuna fue pCMV-PrPm expresando la 
proteina del ratôn tal cual, plâsmido que en los estudios preliminares no habia resultado 
efectivo a la hora de inducir una respuesta inmunolôgica en ratones normales. 
Finalmente el plâsmido vacio pCMV fue utilizado como control negativo en los 
experimentos de inmunizaciôn.
4.4.1. Respuesta humoral o de anticuerpos frente al priôn murino tras la 
vacunaciôn con ADN
En primer lugar y con el fin de poder evaluar el potencial inmunogénico de las 
vacunas disenadas evitando el problema de la tolerancia, éstas fueron testadas en 
ratones 129/Ola déficientes en la expresiôn de PrP^ (Manson et al., 1994) o ratones 
PrPKO. Se vacunaron 4 ratones PrPKO con cada uno de los plâsmidos: pCMV, pCMV- 
PrPm, pCMV-UbPrPm y pCMV-PrPmLII, para 6 semanas tras la ùltima dosis, sangrar
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todos los animales. En la figura 24 se representan los resultados de serologia obtenidos 



















Figura 24 Diluciones seriadas de sueros de ratones PrPKO inmunizados 3 veces con pCMV-PrPm 
(circulos), pCMV-UbPrPm (triàngulos), pCMV-PrPmLII (cuadrados) y pCMV (rectàngulos), 
fueron testados mediante la técnica de ELISA en plaças tapizadas con PrP recombinante murina. 
Las barras representan las desviaciones estàndar encontradas para cada grupo.
Como cabia esperar utilizando ratones PrPKO (Krasemann et al., 1996), todos 
los ratones inmunizados con pCMV-PrPm fueron capaces de generar una respuesta 
detectable y especifica frente a la proteina PrP recombinante murina (circulos). En 
contraposiciôn, ninguno de los animales vacunados con pCMV-UbPrPm (triàngulos) 
parecia responder, observândose valores de D.O. prâcticamente indistinguibles a los de 
los contrôles negativos pCMV (rectàngulos). Finalmente, todos los animales 
inmunizados con la construcciôn pCMV-PrPmLII fueron capaces de generar una 
respuesta humoral especifica y detectable llegando incluso a detectarse serial especifica 
en el ELISA a una diluciôn de suero de 1:12800 (cuadrados). Cabe destacar ademâs que 
los valores de D.O. obtenidos a cada una de las diluciones testadas en este grupo fueron 
siempre superiores que para el resto de los grupos de inmunizaciôn.
Con el fin de confirmar y extender estos resultados, se realizô un Western Blot 
(Figura 25) utilizando los mismos sueros anteriormente testados mediante el ELISA, a 
una diluciôn de 1:3200. En este caso, los sueros se enfrentaron a très antigenos
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diferentes, para poder evaluar su especifîcidad mâs al detalle: PrP recombinante murina 
(la misma utilizada en el ELISA), PrP^ o proteina de priôn normal procedente de 
extractos de cerebro de un ratôn sin infectar y PrP^®® o proteina priônica infecciosa, 
procedente de extractos de cerebro de un ratôn infectado con priôn infeccioso tras el 
tratamiento con PK.
Sueros
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Figura 25: Western Blot utilizando sueros de animales inmunizados con pCMV-PrPm (circule), 
pCMV-UbPrPm (triàngulo), pCMV-PrPmLlI (cuadrado) y pCMV (rectàngulo) a una diluciôn 
1:3200. Como control positivo fue utilizado un suero hiperinmune de ratôn a diluciôn 1:2000 
obtenido de un ratôn PrPKO inmunizado con PrP recombinante murina junto a adyuvante de 
Freund. Los antigenos utilizados corresponden a: PrP recombinante murina, PrP^ (extracto de 
cerebro de ratôn 129P2/01aHsd) y PrP^  ^ (extracto de cerebro de ratones infectados con priones 
tras tratamiento con proteinasa K.
Los sueros de los animales inmunizados con pCMV-PrPm reconocen, como era 
de esperar, la proteina recombinante murina y en mayor o menor grado las très formas 
caracteristicas de la protema priônica (no glicosilada, monoglicosilada y biglicosilada), 
tanto de la proteina celular (PrP^) como de la proteina infecciosa (PrP'^ ®®). Los sueros 
obtenidos en los animales inmunizados con la construcciôn pCMV-PrPmLII destacan 
por ser capaces de reconocer muy intensamente tanto la proteina recombinante murina 
como las très formas caracteristicas de la PrP^ y de la PrP*^®®. Finalmente y de manera 
inesperada, los sueros de los animales inmunizados con la construcciôn pCMV- 
UbPrPm, fueron capaces de reconocer tanto la proteina recombinante murina como en
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mayor o mener medida, las distintas formas glicosiladas de la PrP^ y de la PrP^ ®®. Estos 
resultados fueron sorprendentes dado que a la dilucion utilizada (1:3200), estos mismos 
sueros eran totalmente negatives en el ELISA (Figura 24, triangulos). Este hecho podria 
deberse a que les anticuerpos inducidos con esta construccion vayan dirigidos ffente a 
productos de degradacion en el proteasoma de la PrP y per tanto ffente a epitopes 
lineales de la misma.
4.4.2. Respuesta celular frente al priôn murino tras la vacunacion con 
ADN
La posible eficacia de la fusion de senales o moléculas que mejoran la 
presentacion antigénica de la proteina del prion, ademas de verse reflejada en la 
respuesta humoral inducida tras la vacunacion, deberia sobre todo verse reflejada en una 
mejora de la respuesta celular.
Con el objetivo de medir la respuesta celular inducida por cada una de las 
vacunas disenadas, los ratones PrPKO fueron sacrificados 6 semanas despues de recibir 
la tercera y ultima dosis vacunal (fase de memoria de la respuesta inmunologica). Tras 
el sacrificio, los bazos fueron extraidos y los esplenocitos fueron purificados e 
incubados durante 36 boras en presencia o ausencia del estimulo especifico, en este caso 
proteina del prion murino semipurificada tras su expresion en E.coli (el mismo antigeno 
utilizado en el ELISA), para fmalmente evaluar la respuesta celular inducida mediante 
la deteccion de IFN-y empleando la técnica del ICCS (ver materiales y métodos) (Figura
26). Como control negativo del ensayo se utilizo una proteina irrelevante semipurificada 













Figura 26: Porcentaje de células TCD4^ que expresan IFN-y en respuesta al estimulo especifico 
(circulos) tras très inmunizaciones con pCMV (2 paneles superiores) o con pCMV-PrPmLII (4 
paneles inferiores) en ratones PrPKO.
Como cabia esperar, los esplenocitos de los animales vacunados con pCMV, no 
fueron capaces de estimular la expresion de IFN-y, independientemente del estimulo 
empleado (Figura 26, paneles superiores).
Al contrario de lo esperado dada la potente respuesta de anticuerpos inducida, 
ninguno de los ratones PrPKO inmunizados con pCMV-PrPm o con pCMV-UbPrPm 
fueron capaces de generar una respuesta celular T-CD4^ detectable (datos no 
mostrados). En contraposiciôn, todos los ratones PrPKO inmunizados con la 
construccion pCMV-PrPmLII generaron una potente respuesta celular T-CD4^ 
especifica contra el priôn, siendo mas del 0,1% de las células T-CD4^ del animal, 
capaces de responder al estimulo, expresando IFN-y (marcadas con una elipse en el 
cuadrante superior derecho de cada uno de los paneles de la figura 26). Asi pues, la
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vacma pCMV-PrPmLII no solo potencia la respuesta humoral, sino también la 
re spaesta T-CD4^ o “cooperadora”.
Para estudiar con mayor detalle la inmunogenicidad de la vacuna pCMV- 
PrPmLII, ratones PrPKO fueron inmunizados con una sola dosis, bien con esta 
construccion, o bien con el control negativo pCMV. Seis semanas tras la inyecciôn, los 
animales se sacrificaron previo sangrado para medir la respuesta de anticuerpos 
esipecifica inducida. Como cabia esperar, tras una ùnica dosis vacunal con pCMV- 
PrPmLII, la respuesta de anticuerpos inducida fue indétectable (datos no mostrados). En 
contraposiciôn, la respuesta celular T-CD4^ inducida resultô ser muy potente (Figura
27), incluse mayor que la observada tras très dosis de vacuna en los mismos ratones 
PrPKO (comparar los porcentajes de células doble positivas para CD4^ e IFN- 
Y representados en las figuras 26 y 27).
La respuesta celular inducida por una sola dosis vacunal con el plâsmido pCMV- 
PrPmLII en ratones PrPKO fue tan eficiente que no sôlo se detectaban células T-CD4^ 
sino también células T-CD8^ (secciôn derecha de la figura 27)
Estimulo Estimulo
RPMI PrP rec. murina RPMI PrP rec. murina▲
pCMV











Figura 27: Porcentaje de células T-CD4^ (4 paneles izquierda) y T-CD8  ^ (4 paneles derecha) que 
expresan IFN-y en respuesta al estimulo especifico (circulos), tras una inmunizaciôn con pCMV (4 
paneles superiores) o con pCMV-PrPmLII (4 paneles inferiores) en ratones PrPKO.
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En resumen, la vacunacion de ratones PrPKO con pCMV-PrPmLII (expresando 
el priôn fusionado a una senal de direccionamiento al lisosoma), potencia la respuesta 
T-CD4^ especifica que a su vez, actùa muy probablemente como cooperadora 
(“cooperadora”) potenciando tanto la respuesta celular T-CD8^ (citotôxica) como la 
respuesta humoral (de anticuerpos). El resto de las vacunas, incluyendo pCMV- 
UbPrPm, aunque son capaces de inducir una respuesta de anticuerpos especifica en 
ratones PrPKO, no son capaces de estimular respuestas celulares détectables con los 
métodos aqui utilizados.
4.43. Estudios de proteccion frente al desafîo con el prion infeccioso tras la 
vacunacion con ADN expresando el priôn murino.
Una vez estudiado el potencial inmunogénico de cada una de las construcciones 
generadas en los ratones PrPKO, en que no se hace necesario romper la barrera de la 
tolerancia, el siguiente paso consistiô en inmunizar ratones 129P2/01aHsd normales, y 
por tanto, que expresan niveles fisiolôgicos de PrP^. Asi pues en esta ocasiôn, se 
inmunizaron ratones normales con très dosis de cada uno de los plâsmidos disenados; 
pCMV-PrPm, pCMV-UbPrPm y pCMV-PrPmLII, incluyendo ademâs el grupo control 
negativo inmunizado con pCMV.
4.4.3.1. Respuesta humoral inducida en ratones normales tras la 
vacunaciôn con ADN expresando diversas formas del priôn 
murino
Seis semanas tras la ultima dosis vacunal, los animales fueron sangrados y sus 
sueros utilizados para detectar anticuerpos especificos mediante la técnica de ELISA 
tapizando las plaças con proteina recombinante murina (Figura 28). Como ya habia sido 
descrito al principio en esta misma secciôn, la vacunaciôn de ratones normales con 
pCMV-PrPm no fue capaz de superar la tolerancia e inducir una respuesta de 
anticuerpos contra el priôn (Figura 12 A). En este caso, ùnicamente los ratones 
normales vacunados con pCMV-PrPmLII fueron capaces de inducir una respuesta 
especifica de anticuerpos, capaces de reconocer la proteina recombinante mediante un 
ELISA (Figura 28). Como era de esperar, a pesar de que la vacuna pCMV-PrPmLII 
filera capaz de romper la tolerancia ffente al priôn en ratones normales, la respuesta
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obtenida resultô inferior a la conseguida en ratones PrPKO (comparar titulos de ELISA 

















Figura 28: Diluciones seriadas del suero extraido 6 semanas tras la tercera y ultima inmunizaciôn 
de ratones normales inmunizados con pCMV-PrPm (circulos), pCMV UbPrPm (triangulos), pCMV 
PrPmLII (cuadrados) y pCMV (rectàngulos), fueron testados mediante la técnica de ELISA en 
plaças tapizadas con PrP recombinante murina. Las barras representan las desviaciones estàndar 
observadas entre animales dentro del mismo grupo
Los resultados del Western Blot utilizando estos mismos sueros a una dilucion 
1:200 confirmaron los obtenidos en el ELISA. Asi, ninguno de los animales 
inmunizados con pCMV-PrPm o con pCMV-UbPrPm, fue capaz de generar una 
respuesta detectable de anticuerpos (resultados no mostrados), en contraposiciôn a lo 
observado tras la vacunaciôn de ratones PrPKO (Figura 25). De nuevo, ùnicamente los 
sueros de los animales inmunizados con pCMV-PrPmLII, demostraron ser especificos 
siendo capaces de reconocer tanto al proteina recombinante como las diversas formas 
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Figura 29: Western Blot utilizando un suero
representativo de un raton inmunizado con pCMV- 
PrPmLII, a una dilucion 1:200. Los antigenos utilizados 
en el WB corresponden con: PrP^ (extracto de cerebro de 
raton 129/ola), PrP recombinante murina 5 PrP*^ ®* 
(extracto de cerebro de ratones infectados con priones 
tras el tratamiento con proteinasa K).
4.4.3.2. Respuesta celular inducida en ratones normales tras la
vacunaciôn con ADN expresando diversas formas del priôn 
murino
Con el fin de estudiar los efectos de nuestras vacunas en ratones normales a 
nivel de respuesta celular, los ratones fueron sacrificados 6 semanas tras la ultima 
inmunizaeiôn. Tras la extracciôn del bazo y posterior purificaron de los esplenocitos, 
éstos fueron incubados durante 36 horas en auseneia y en presencia de la proteina 
recombinante murina. Finalmente, la respuesta celular (T-CD4^ y T-CD8^) 
especifieamente indueida contra el priôn, se midiô utilizando la técnica del ICC S que 
permite medir especifieamente el numéro de células T que especifieamente expresan 
IFN-y en respuesta al estimulo especifico (Figura 30).
Coincidiendo con los resultados obtenidos de la serologia (Figuras 28 y 29), la 
vacunaciôn con pCMV-PrPmLII resultô muy eficiente a la hora de inducir tanto una 
respuesta T-CD4^ como T-CD8^ (panel izquierdo y derecho respectivamente en figura 
30) especifica contra el priôn. De nuevo, la inmunizaciôn de ratones normales con 
pCMV-PrPm y pCMV-UbPrPm rindiô resultados indistinguibles de los obtenidos con 
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Figura 30: Porcentaje de células T-CD4^ (4 paneles izquierda) y T-CD8^ (4 paneles derecha) que 
expresan IFN-y en respuesta al estimulo especifico (circulos) tras très inmunizaciones con pCMV- 
PrPmLII. Los resultados mostrados corresponden a dos ratones inmunizados con este plâsmido.
Como conclusion a todos estos estudios podcmos afirmar que la vacunaciôn de 
ratones normales con una vacuna ADN que cxprcsa la proteina del priôn de ratôn 
fusionada a la secuencia senal de transporte a los lisosomas de LIMPII, permite romper 
la tolerancia y potenciar la inducciôn de una respuesta inmunolôgiea humoral y celular 
(ambas de células T-CD8^ como T-CD4^) contra el priôn.
4.4.3.3. Estudios de proteeciôn frente al desafïo con el priôn infeccioso 
tras la vacunaciôn con ADN expresando el nriôn murino
Como ha sido descrito en la introdueciôn, para que la infeceiôn por priones 
progrese, résulta esencial la presencia del priôn celular endôgeno (PrP^), que actùa 
como molde para producir nuevo priôn infeccioso (PrP^^). Asi pues, debido a que los 
ratones PrPKO no son susceptibles a la infeceiôn, deeidimos evaluar la capacidad 
protectiva de nuestras vacunas en ratones normales.
Cuatro ratones normales fueron inmunizados por grupo usando con los 
siguientes plâsmidos: pCMV-PrPm, pCMV-UbPrPm y pCMV-PrPmLII, utilizando de 
nuevo pCMV como control. 6 semanas tras recibir la ùltima dosis vacunal, todos los 
animales fueron desafîados intracranealmente utilizando una dosis létal de material
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infeccioso adaptado a raton (ver materiales y métodos), para a continuaciôn realizar un 
seguimiento semanal “a ciegas” (sin que el observador pudiera identificar cada grupo de 
inmunizaciôn), para controlar la apariciôn de los primeros sintomas clmicos de la 
enfermedad (Figura 31), el periodo en el que los animales comienzan a sufrir sintomas 
severos de la enfermedad (ver materiales y métodos) y finalmente la muerte. Los 









Figura 31: Ratones normales fueron inmunizados con pCMV-PrPmLII, pCMV-UbPrPm, pCMV- 
PrPm y pCMV (4 por grupo). Seis semanas tras la ultima inmunizaciôn, todos los animales fueron 
infectados intracranealmente con una dosis létal de priôn infeccioso. Los bloques sôlidos indican el 
tiempo transcurrido desde la infeceiôn hasta la apariciôn de los primeros sintomas clinicos de la 
enfermedad. Las barras indican la desviaciôn Standard encontrada para cada grupo.
El grupo control de ratones inmunizados con pCMV desarrollô signos clmicos 
aproximadamente a partir del dia 65 post-infecciôn (semana 10) mientras que los 
ratones inmunizados con pCMV-PrPm lo hicieron aproximadamente a partir del dia 57 
post-desafio (semana 9). Estos dos grupos de ratones (inmunizados con pCMV e 
inmunizados con pCMV-PrPm) murieron en la semana 20 post-desafio.
Los ratones inmunizados con pCMV-UbPrPm presentaron un retraso significativo 
(p<0.001) en la apariciôn de sintomatologia clfnica dado que no se manifestaron signos
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caracteristicos de la enfermedad aproximadamente hasta el dia 82 post-desafio (semana
12), con mas de dos semanas de retraso respecto a los contrôles vacunados con pCMV. 
Estos animales sucumbieron en la semana 22 post-infecciôn tras un periodo de dos 
semanas manifestando signos clinicos muy severos.
Mucho mas sorprendentes fueron los resultados obtenidos con los ratones 
inmunizados con pCMV-PrPmLII, los cuales presentaron un retraso muy significativo 
en la apariciôn de la sintomatologia clinica respecto al grupo control pCMV. Estos 
animales manifestaron los primeros signos caracteristicos de la enfermedad a partir del 
dia 138 post-infecciôn (semana 20), lo cual supone un retraso de mas del doble respecto 
a los animales control. Ademâs, en ningùn momento se observaron signos severos de la 
enfermedad, a pesar de lo cual sucumbieron en la semana 22 post-desafïo.
En conclusiôn, la vacuna pCMV-PrPmLII no sôlo fue capaz de romper la 
tolerancia en ratones normales, potenciando la respuesta humoral y celular, sino que 
ademâs permitiô que tras el desafïo intracraneal con el priôn infeccioso, los animales 
vivieran mâs del doble de lo normal sin sintomatologia clinica de la enfermedad 
detectable. A pesar de no desarrollar apenas sintomas, los animales acabaron 
sucumbiendo ùnicamente con un retraso de 2 semanas respecto a los contrôles.
A pesar de que a dia de hoy no existen evidencias concluyentes de ello, muchos 
autores asumen que existe una clara correlaciôn entre el acumulo de PrP^  ^ y el 
desarrollo de la enfermedad (Seringue et al., 2004; Peretz et al., 2001; Perrier et al., 
2004; White et al., 2003). Asi pues, para comprobar si existia alguna correlaciôn entre 
proteeciôn y una reducciôn en el acumulo de PrP"^ \^ se realizô un Western Slot post­
mortem a partir del encéfalo de ratones vacunados con pCMV-PrPmLII y pCMV- 
UbPrPm, sacrificados todos en la semana 22 tras el desafïo. Tras el tratamiento con 
proteinasa K de los extractos cerebrales, se pudo observar una clara reducciôn en los 
niveles de acumulaciôn de PrP"^ ^^  en cada uno de los ratones vacunados con pCMV- 
PrPmLII, cuando se comparaban con los ratones vacunados con pCMV-UbPrPm, a 
pesar de que todos los ratones habian muerto prâcticamente a la vez (Figura 32). Estos 
resultados se confirmaron tras realizar un Western Slot de muestras tratadas con 
PNGasa F, tratamiento que élimina los azùcares asociados a la proteina produciendo la 
migraciôn simultânea de todas las formas glicosiladas de la proteina en una ùnica banda 









Figura 32: Western Blot de las muestras de encéfalo de ratones inmunizados con pCMV-PrPmLII y 
pCMV-UbPrPm utilizando el anticuerpo 2A11 a una dilucion 1:3000. El panel superior 
corresponde al tratamiento de las muestras con proteinasa K y el inferior al tratamiento de las 
mismas con proteinasa K y PNGasa F.
Resumiendo todos estos resultados, la vaeunaciôn con pCMV-PrPmLII fue capaz de 
romper la tolerancia y de inducir una respuesta inmunolôgiea muy compléta que cubre 
la induceiôn tanto de anticuerpos especificos contra el priôn, como una respuesta 
especifica de células T-CD8^ y de células T-CD4^ capaces de retrasar ostensiblemente 
la manifestaciôn de signos clinicos especificos y por tanto, el desarrollo normal de la 
patologia priônica, tras el desafïo intracraneal.
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Como ya ha sido comentado a lo largo de la introdueciôn de esta tesis, las 
encefalopatias espongiformes transmisibles (EETs) engloban a un grupo de 
enfermedades con origenes muy dispares. Desde las mâs conocidas debido a su gran 
repercusiôn mediâtica como el llamado “mal de las vacas locas”; cuya etiologfa es de 
tipo infeccioso, pasando por formas esporâdicas de la enfermedad, hasta las 
encefalopatias con un origen genético, que suponen mâs del 15% de las EETs en 
humanos (Collinge, 2001; Wadsworth et al., 2003). Estas ultimas se caracterizan por la 
presencia en el genoma del individuo de una variante del gen del priôn que o bien 
contiene una mutaciôn puntual o bien una inserciôn repetida de nucleôtidos, dando lugar 
en ambos casos a una proteina cuyo plegamiento es anômalo y que résulta patogénica a 
largo plazo para el organisme. Dependiendo de la mutaciôn contenida en la PrP^ del 
individuo, tanto el curso como la sintomatologia de la enfermedad variarân 
ostensiblemente. Asi por ejemplo, las mutaciones de PrP^ humana en las que hemos 
centrado este trabajo: E200K, D178N y Al 17V, se asocian los fenotipos CJD familiar. 
Insomnie Familiar Fatal y Gerstmann-Strâussler-Scheinker, respectivamente, 
enfermedades fatales para las que actualmente no existe un tratamiento efîcaz.
Entre los posibles tratamiento s y métodos terapéuticos contra las EETs, la 
inmunoterapia ha comenzado a dar sus primeros frutos (Chesebro, 2002; Donofrio et al., 
2005; Heppner et al., 2001b; Nikles et al., 2005; Polymenidou et al., 2004; Rosset et al., 
2004; Schwarz et al., 2003; Sigurdsson et al., 2002) al menos experimentalmente.
A pesar de que el agente causal de la enfermedad es un antigeno propio frente al cual no 
se produce una respuesta inmunolôgiea detectable durante el transcurso de la 
enfermedad (Aucouturier and Camaud, 2002; Aucouturier et al., 2000; Berg, 1994; 
Heppner and Aguzzi, 2004; Porter et al., 1973; Williamson et al., 1996), deeidimos 
explorar los efectos que la estimulaciôn especifica del sistema inmunolôgico contra el 
priôn pudiera tener en el tratamiento y/o prevenciôn de las EETs. La experiencia 
obtenida en los ùltimos anos en el diseno de vacunas contra el câncer (Antony et al., 
2005; Jiao et al., 2006; Yu and Restifo, 2002) o el Alzheimer (Ingram, 2001; Janus et 
al., 2000; Morgan et al., 2000), inmunizando con antigenos propios, avalaban el realizar 
este esfuerzo.
Al iniciar este trabajo tuvimos que hacer frente a dos serios inconvenientes: Por 
un lado, existia una carencia casi total de conocimientos sobre la antigenicidad e 
inmunogenicidad de la/s molécula/s del priôn y menos aùn sobre la existencia de 
epitopos concretos que permitieran estudiar éstas de una manera sencilla y efîcaz. Por
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otro lado, el hecho de que la proteina del priôn fuera un antigeno propio hacia 
doblemente difîcil el poder desarrollar estrategias inmunoterapéuticas y/o vacunales 
capaces de romper la barrera de la tolerancia. Asi pues, con el objetivo de abordar 
ambos problemas deeidimos, en primer lugar, utilizar la inmunizaciôn con ADN como 
herramienta metodolôgica para comparar in vivo la respuesta inmunolôgiea inducida por 
diversas variantes del priôn humano (normal y conteniendo mutaciones “patogénicas”) 
y posteriormente, combinar esta herramienta de vacunaciôn con una serie de estrategias 
previamente desarrolladas en nuestro laboratorio (Leifert et al., 2004; Rodriguez and 
Whitton, 2000) con el objetivo de potenciar la presentaciôn antigénica de la vacuna y 
romper la tolerancia frente al priôn utilizando un modelo de ratôn.
5.1. La presentacion antigénica de la PrP^ humana y de sus 
variantes patogénicas es distinta: implicaciones en la
respuesta inmunolôgiea inducida en ratôn tras la vacunaciôn 
con ADN.
Como cabia esperar debido a los fenômenos de tolerancia, ningùn ratôn 
inmunizado con un plâsmido expresando la proteina del priôn murina fue capaz de 
generar una respuesta de anticuerpos. Sin embargo el simple cambio de 25 aminoâcidos 
en la proteina, diferencia que existe entre el priôn humano y el ratôn (Figura 33), 
permiten su reconocimiento como “extrano”, provocando que el 38% de los ratones 
inmunizados con pCMV-PrPh respondieran, induciendo anticuerpos capaces de 
reconocer tanto las formas nativas del priôn humano como la del ratôn.
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Figura 33: Secuencia de aminoâcidos de la proteina PrP humana (PrPh) y PrP murina (PrPm). Las 
diferencias entre ambas se ban senalado con un cuadrado. Datos obtenidos de la base de datos 
EMBL.
El hecho de que determinadas mutaciones puntuales en esta secuencia (D178N, 
E200K o Al 17V), abolieran prâcticamente al 100% la capacidad de la vacuna para 
inducir este tipo de anticuerpos, permite asegurar que esta no depende de diferencias 
lineales en la secuencia de aminoâcidos de la proteina, sino mâs bien ha de deberse a 
propiedades taies como son su localizaciôn intracelular y/o a los mecanismos de 
degradacion que utilicen las proteinas en estudio. De acuerdo con esta teoria, se ha 
podido demostrar que cada una de las mutaciones “patogénicas” en la molécula del 
priôn, bloquea parcial o totalmente su transporte natural a la membrana extracelular, 
quedando atrapadas en compartimentes intracelulares (Capellari et al., 2000; Jin et al., 
2000; Negro et al., 2001; Petersen et al., 1996; Singh et al., 1997; Zanusso et al., 1999). 
Del mismo modo se ha descrito que en general, las formas mutadas de la PrPh poseen 
una vida media inferior a la forma no mutada debido a su inmediata degradacion 
intracelular tras su sintesis (Wickner et al., 1999). El bloqueo del transporte de las 
formas mutadas de la proteina del priôn a la membrana extracelular como su 
procesamiento y degradaciôn intracelular pueden ser mâs o menos efectivos 
dependiendo en gran medida del tipo de mutaciôn que contenga asi como de sus niveles 
de expresiôn. Asi mientras que el PrPh normal se localiza en superficie celular, las 
proteinas mutadas endôgenas Al 17V, D178N, E200K no se encuentran nunca en 
superficie (Capellari et al., 2000; Negro et al., 2001; Petersen et al., 1996). Tras la 
sobreexpresiôn artificial sin embargo, algunas moléculas de E200K son capaces de
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alcanzar a la superficie celular, mientras que la variante A177V nunca se observa en la 
membrana extracelular (Ivanova et al., 2001), lo que podria explicar las diferencias 
observadas tras la vacunaciôn con ADN y las distintas variantes del priôn humano 
(Figura 16). Mientras que 1/8 de los ratones vacunados con E200K induce una respuesta 
de anticuerpos que reconoce el priôn nativo, reflejo mâs que probable del “escape” in 
vivo de la proteina a la superficie de la célula presentadora de antigeno, la vacunaciôn 
con Al 17V nunca provocô una respuesta de anticuerpos especifica.
El priôn normal es una proteina de membrana que posee por tanto, un péptido 
senal que, como hemos visto en la secciôn 4.2 de resultados, résulta muy eficiente para 
transportar epitopos B del VF A a la superficie celular, permitiendo su interacciôn con 
las células B y la inducciôn de anticuerpos neutralizantes protectivos tanto en ratôn 
como en el cerdo, huésped natural de este virus. En el caso de que la proteina a ser 
secretada o transportada a la superficie celular no pase el “control de calidad” en el 
reticulo endoplasmâtico, por ejemplo por poseer un plegamiento anômalo, caso de las 
variantes mutadas del priôn (mutadas), quedarian retenidas para prévenir su salida a la 
membrana plasmâtica (Ellgaard et al., 1999; Hurtley and Helenius, 1989). En general, 
estas proteinas quedan marcadas para su râpida degradaciôn, normalmente en el 
proteasoma (Bonifacino and Weissman, 1998), lo que ayudaria a explicar el hecho de 
que tras la vacunaciôn con ADN expresando las variantes E200K y D178N (nunca con 
Al 17V), se indujeran anticuerpos capaces de reconocer ùnicamente al priôn en su forma 
desnaturalizada (Figura 17). Asi, mientras que en la vacunaciôn con ADN codificante 
del gen de PrP^ humano la proteina se expresaria en forma nativa en la superficie de la 
células, lo ùnico que llegaria a interaccionar con las células B tras la vacunaciôn con 
D178N y E200K podrian ser productos de degradaciôn intracelular (polipéptidos y 
péptidos) dando lugar a anticuerpos capaces de reconocer estos mismos epitopos 
lineales del priôn.
Otra posible explicaciôn vendria dada por el propio plegamiento anormal de la 
proteina que provocaria que en el caso de “escape” hacia la superficie celular, indu)era 
ùnicamente anticuerpos capaces de reconocer formas mal plegadas del priôn y nunca (o 
casi nunca) reconocerian la estructura terciaria nativa o correctamente plegada del priôn. 
Esta ùltima hipôtesis podria ayudar a explicar el por qué Al 17V no es capaz de inducir 
ningùn tipo de anticuerpos especificos. Mientras que D178N y E200K sufririan algùn 
escape ocasional. Al 17V quedaria permanentemente retenido intracelularmente dando
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lugar ùnicamente a una respuesta celular, al menos en lo que se refiere a una potente 
respuesta de células T-CD8^ citotôxicas (CTL).
Ante la ausencia de epitopos CTL (T-CD8^) descritos en la propia molécula del 
priôn, para estudiar ésta, fue necesario recurrir a una “artimana” molecular que consistiô 
en construir moléculas quiméricas del priôn conteniendo epitopos CTL del LCMV, 
virus modelo “ideal” para estudiar la respuesta CTL en ratôn, ya que éstos son el ùnico 
déterminante involucrado en proteeciôn frente al virus. El disponer de las herramientas 
necesarias para poder estudiar a nivel celular tanto la respuesta inmunolôgiea inducida 
contra epitopos perfectamente caracterizados del virus (péptidos individuals, 
tetrâmeros...), como la proteeciôn conferida por vacunas que contienen éstos tras ser 
expresados en diversos vectores y contextos, ha demostrado ser de gran utilidad con 
anterioridad en multitud de ocasiones (Leifert et al., 2004; Rodriguez and Whitton, 
2000; Whitton et al., 1993). Asi pues, en esta ocasiôn deeidimos comparar la respuesta 
CTL inducida contra un epitopo del LCMV y la proteeciôn conferida contra el virus, 
tras la vacunaciôn con plâsmidos que expresan bien la forma normal del priôn humano 
o bien cada una de las variantes “patogénicas” descritas previamente (D178N, Al 17V o 
E200K) conteniendo todas ellas el epitopo G P 3 3  del LCMV. Como cabia esperar, los 
resultados de proteeciôn frente al LCMV coincidieron a la perfecciôn con la inducciôn 
de una respuesta CTL muy potente contra el virus. De este modo, los ùnicos ratones 
capaces de reducir en mâs de un logaritmo y medio la carga de virus en bazo a dia 4 tras 
la infeceiôn (Figura 19), disponian de al menos un 7% de células T-CD8^ capaces de 
reconocer especifieamente el péptido G P 3 3  contenido en la vacuna (Figura 18). 
Curiosamente, mientras que ninguno de los ratones vacunados con pCMV-PrPhET 
(expresando el priôn humano normal junto con el epitopo G P 3 3 )  llegô a quedar 
sôlidamente protegido, el 50% de los ratones vacunados con pCMV-E200KET y 
pCMV-Ail 7VET, asi como el 75% de los vacunados con pCMV-D 178NET si fueron 
capaces de sobrevivir al desafio viral, con dos ratones pertenecientes a este ùltimo grupo 
permaneciendo totalmente libres de virus. Este resultado no es para nada desdehable ya 
que utilizando este mismo epitopo y vacunas ADN no se han conseguido nunca estos 
niveles de proteeciôn (Rodriguez et al., 1998), lo que implica muy probablemente una 
degradaciôn muy eficiente de D178NET en el proteasoma y la ôptima presentaciôn de 
G P 3 3  tras la vacunaciôn con ADN. Sorprendentemente, los resultados de proteeciôn 
frente al LCMV tras la vacunaciôn, son los inversos a los recién descritos para la 
inducciôn de la respuesta de anticuerpos: mientras que las formas mutadas resultan muy
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eficientes a la hora de inducir una respuesta CTL, la presentaciôn de la forma normal 
del priôn parece favorecer principalmente la inducciôn especifica de anticuerpos. De las 
demâs vacunas utilizadas, sôlo aquella conteniendo los ET junto con el péptido senal 
del priôn resultô eficiente en el 25% de los casos (1 de 4 ratones vacunados), a la hora 
de inducir tanto una respuesta T como proteeciôn, resultado que encaja con la capacidad 
de éste de actuar como transportador no sôlo de epitopos B sino también de epitopos T 
del VF A, ayudando a explicar la proteeciôn conferida frente al VF A incluso en ausencia 
de anticuerpos en el cerdo, huésped natural del virus (Figura 14).
De modo resumido podriamos concluir que, mientras que la proteina del priôn 
humana sin mutar es capaz de ser presentada en la superficie celular tras la vacunaciôn 
con ADN, favoreciendo la generaciôn de anticuerpos, las distintas mutaciones 
“patogénicas” de la misma provocan su acumulaciôn intracelular, facilitando su 
presentaciôn antigénica por clase I y la inducciôn de una respuesta CTL. La falta de 
tiempo durante el desarrollo de esta tesis ha impedido que estos resultados hayan podido 
ser completados caracterizando la capacidad de las diversas variantes del priôn para 
presentar epitopos T-CD4^ que requieren ser procesados en distintos compartimentes 
intracelulares, también incluidos en ET (Rodriguez et al., 2001).
A nuestro juicio, de los resultados hasta aqui obtenidos podrian extraerse 
conclusiones utiles para el future. Por un lado, diferencias tan dramâticas en la 
presentaciôn antigénica como las observadas entre el priôn humano normal y sus 
variantes patogénicas, podrian quizâs verse refiejadas en la inducciôn de respuestas 
CTL especificas contra el priôn durante la progresiôn de la enfermedad, que a su vez 
podrian servir de marcador diagnôstico. Del mismo modo, si el tipo de plegamiento 
observado para las formas mutadas es similar para el priôn infeccioso (PrP^^), quizâs 
estos resultados podrian ser extrapolables a las encefalopatias transmisibles infecciosas. 
(^Por qué no utilizar una respuesta celular especifica como un marcador de enfermedad 
en el futuro? El hecho recién demostrado de que diferencias en la conformaciôn de PrP 
y PrP^ ,^ se ven refiejadas en el tipo de respuesta inmunolôgiea que provocan, parece 
avalar esta propuesta (iKhalili-Shirazi et al., 2005). Por otro lado, aunque en relaciôn 
con lo anteriormente expuesto, las lecciones aprendidas quizâs permitan en un futuro 
disenar estrategias inmunopreventivas especifieamente dirigidas a inhibir la progresiôn 
de la enfermedad, bien estimulando un tipo de respuesta inmunolôgiea u otra.
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A pesar de la potente respuesta inmunolôgiea que parece provocar la vacunaciôn 
con las diversas variantes patogénicas del priôn humano, en ningùn caso se pudo 
observar proteeciôn frente al desafîo intracraneal con un priôn infeccioso adaptado a 
ratôn. Este resultado va en contra de lo previamente publicado por Ishibashi y 
colaboradores, que demostraban proteeciôn “heterôloga” en ratones, vacunando con 
proteina recombinante bovina y ovina (Ishibashi et al., 2006). Las diferencias entre 
ambos resultados podrian deberse tanto al tipo de inôculo utilizado en cada trabajo 
como mâs probablemente a la ruta de inoculaciôn utilizada, y a que en el citado trabajo 
el desafio con el priôn infeccioso fue realizado siguiendo la ruta intraperitoneal. Al igual 
que sucede para la mayoria de las infecciones con patôgenos clâsicos (virus, bacterias), 
résulta lôgico pensar que la proteeciôn conferida por una vacuna en concrete, esté 
restringida al desafio con la cepa homôloga. Asi pues, deeidimos retomar nuestros 
ensayos de vacunaciôn en ratôn utilizando vacunas ADN que expresan el priôn murino.
5.2. La vacunaciôn con ADN puede romper la tolerancia frente a 
la proteina del priôn y atenùa la enfermedad tras el desafio 
intracraneal con el priôn infeccioso.
Como queda patente del primer experimento presentado en la secciôn de 
resultados, la vacunaciôn de ratones con ADN expresando la proteina del priôn murino 
fue incapaz de romper la tolerancia (Figura 12 A). Asi pues, deeidimos utilizar una serie 
de estrategias de vacunaciôn con ADN, desarrolladas en los ùltimos anos en nuestro 
laboratorio, encaminadas a potenciar la presentaciôn antigénica del antigeno vacunal 
(Borrego et al., 2006; Rodriguez et al., 2001; Rodriguez et al., 2002; Rodriguez and 
Whitton, 2000; Rodriguez et al., 1997; Whitton et al., 1999), en este caso, la proteina 
del priôn. El hecho de que en determinados casos, la optimizaciôn de la presentaciôn del 
antigeno utilizando estas (Xiang et al., 2000) y otras estrategias (Djilali-Saiah et al., 
2002; Leitner et al., 2003), ha permitido incluso romper la tolerancia contra un antigeno 
propio, avalaba esta idea.
Las estrategias escogidas para potenciar la presentaciôn antigénica del priôn 
fueron: i) fusionar la sehal de transporte a lisosomas de LIMPII a la molécula del priôn 
murina para dirigirlo al lisosoma y asi potenciar su presentaciôn en Clase II y ii) 
fusionar un monômero de ubiquitina a la molécula del priôn murina para dirigirlo al 
proteasoma y asi potenciar su presentaciôn en Clase I.
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Inicialmente, los trabajos de inmunizaciôn se realizaron sobre ratones transgénicos 
PrPKO evitando asi los problemas de tolerancia debidos a la existencia del gen 
endôgeno de la proteina del priôn, para a continuaciôn realizar los experimentos sobre 
ratones normales (con el gen del priôn intacto), en los que la capacidad protectiva real 
de nuestras vacunas podia ser evaluada.
Como era de esperar, la vacunaciôn con pCMV-PrPm (expresando el priôn 
murino por si sôlo), ùnicamente indujo una respuesta de anticuerpos en ratones PrPKO 
y no en ratones normales. Correlacionando con su incapacidad para romper la tolerancia 
(Figura 12 A), la vacuna pCMV-PrPm no resultô protectiva (Figura 31). Este resultado 
contrasta con lo recientemente publicado por Müller y colaboradores, quienes aseguran 
que una vacuna ADN expresando la PrP bovina compléta es capaz de protéger ratones 
transgénicos que expresan el priôn bovino, tras el desafîo oral con el agente infeccioso 
de EEB (Muller et al., 2005). El hecho de que tanto la cepa de ratôn, como el origen del 
material infeccioso y la ruta de infeceiôn difîeran con lo utilizado por nosotros, pueden 
explicar estas diferencias. En cualquier caso, la ausencia total de datos sobie la 
respuesta inmunolôgiea inducida por estas vacunas en el trabajo recién comeniado, 
permite poner en cuarentena la interpretaciôn de los mecanismos implicados en el 
retraso observado por estos autores.
De una manera inesperada, la vacunaciôn de ratones PrPKO con la forma 
ubiquitinada del priôn fue capaz de inducir anticuerpos que ùnicamente reconocim la 
molécula del priôn en Western blot (Figura 25), muy probablemente reflejanoo la 
inducciôn de anticuerpos ffente a pequeüos péptidos lineales producidos tras el 
procesamiento en el proteasoma. Este tipo de respuesta coincide con lo observado tias la 
vacunaciôn de ratones con D178N y E200K, variantes del priôn humana eficientenente 
degradadas en el proteasoma y que eran capaces de inducir anticuerpos que reconccfan 
ùnicamente el priôn en forma desnaturalizada (Figura 17). A pesar de que no æ ha 
podido estudiar mucho mâs en profundidad, el hecho de que los anticuerpos geneiados 
tras la inmunizaciôn de ratones PrPKO con pCMV-PrPm y con pCMV-UbfrPm 
reconozcan mâs efîcientemente una u otra isoforma glicosilada del priôn (ambas para 
PrP^ y PrP^^), permite hipotetizar con la utilizaciôn futura de estas herramientas 
metodolôgicas para obtener anticuerpos monoclonales diferenciales de utilidad en 
diagnôstico. Por otro lado, también resultô sorprendente el hecho de que la vacunæiôn 
con la forma ubiquitinada del priôn murino no rindiera una respuesta celular detecüble, 
ni siquiera en ratones PrPKO. Este resultado puede deberse a diversas razones: per un
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lado nuestro protocolo de estimulaciôn in vitro, basado en la utilizaciôn de extractos 
semipurificados de proteina, quizâs resuite ineficiente a la hora de suministrar los 
péptidos restringidos por el CMH I que han sido presentados por la vacuna ubiquitinada 
y por el otro lado, quizâs no estemos midiendo las moléculas efectoras adecuadas, que 
bien podrian ser IL5 o IL 10 en lugar de IFNy (iKhalili-Shirazi et al., 2005). A pesar de 
no haber sido detectada con la metodologia aqui utilizada, la hipôtesis de que la vacuna 
ADN expresando la forma ubiquitinada es capaz de inducir una respuesta inmunolôgiea 
especifica contra el priôn (muy probablemente de tipo CTL), vendria avalada por el 
retraso tan significativo en la apariciôn de sintomas de la enfermedad que se observa en 
todos y cada uno de los ratones vacunados con pCMV-UbPrPm (Figura 31).
Mucho mâs significativo aùn, resultô el retraso en la apariciôn de sintomas en 
los ratones inmunizados con pCMV-PrPmLII, vacuna que expresa el priôn fusionado a 
la serial de direccionamiento al lisosoma de LIMPII. En este caso, la apariciôn de 
sintomas se vio retrasada en mâs del doble respecto a los animales control (Figura 31). 
La proteeciôn observada coincidia al 100% con la potente respuesta inducida por esta 
vacuna tanto en ratones PrPKO (Figuras 24-27) como en ratones normales (Figuras 28- 
30), lo que demostraba la capacidad de esta vacuna para romper la tolerancia ffente a un 
antigeno propio. La capacidad de la senal de LU para potenciar la respuesta T 
cooperadora inducida tras la vacunaciôn con ADN ya habia sido previamente 
demostrada en nuestro laboratorio (Rodriguez et al., 2001; Rodriguez and Whitton, 
2000). Sin embargo en este caso, el direccionamiento al lisosoma, no sôlo potenciaba la 
respuesta T-CD4^ o T cooperadora inducida, sino que ademâs, mejorô también tanto la 
respuesta T-CD8^ citotôxica o CTL como la respuesta de anticuerpos. El hecho de que 
en este caso se haya inmunizado no con un epitopo T cooperador individual sino con un 
antigeno completo que contiene tanto epitopos B como T (CD4^ y CD8^), permite 
hipotetizar con la posibilidad de que la respuesta T cooperadora inducida, “ayude” a su 
vez a inducir y mantener una respuesta CTL y de anticuerpos especifica. Resultados 
similares han sido obtenidos con anterioridad para otros antigenos utilizando en este 
caso la “senal” de transporte al lisosoma de Lamp I, una proteina asociada a membrana 
lisosomal de tipo I (Bonini et al., 2001).
A pesar de lo prometedor que resultan nuestros resultados de vacunaciôn con 
pCMV PrPmLII, que permite a los animales vacunados sobrevivir durante un mayor 
periodo de tiempo sin manifestar sintomas clinicos (mâs del doble que los contrôles), lo 
cierto es que éstos acaban muriendo apenas con dos semanas de retraso respecto a los
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animales control. El que estos animales no sufran sintomas severos de la enfermedad en 
ningùn momento, la redueida coneentraciôn de PrP'^ ®^ observada post-mortem en sus 
encéfalos, y la eeleridad con que los animales pasan de demostrar los primeros sintomas 
leves de la enfermedad, a morir (apenas una semana), permitieron aventurar que otras 
causas distintas a la propia progresiôn de la enfermedad priônica debia ser responsable 
de la muerte fulminante de los animales vacunados. La reeiente publieaeiôn de un 
articule en la prestigiosa revista Science, demostrando la induceiôn inmediata de 
apoptosis neuronal directamente tras la inoculaciôn intracraneal de un anticuerpo 
monoclonal espeeifîeo contra el priôn (Solforosi et al., 2004), permitiô hipotetizar eon 
un fenômeno de autoinmunidad produeido en los animales vacunados eon pCMV- 
PrPmLII como el responsable del fulminante deceso de los animales.
Con el objetivo de comprobar si los anticuerpos indueidos por la vaeunaciôn eon 
pCMV-PrPmLII eran capaces de producir este efeeto, se inoeularon 20 mierolitros de 
suero proeedente de ratones PrPKO inmunizados con pCMV-PrPmLII (con una alta 
coneentraciôn de anticuerpos, ver figura 24) intracranealmente. Para demostrar la 
especifieidad del efeeto, se inoeularon tanto ratones PrPKO como ratones normales (3 
ratones por grupo), expresando estos ùltimos el priôn endôgeno en la superficie de las 
neuronas (entre otras localizaciones). 24 horas tras la inoculaciôn ambos grupos de 
animales fueron sacrificados para a continuaciôn analizar histolôgieamente sus 
encéfalos (Figura 34).
a»
Figura 34: Un ratôn normal (panel A) y un ratôn PrPKO (panel B) fueron inoculados 
intracranealmente con un suero inactivado obtenido tras inmunizar un ratôn PrPKO con pCMV 
PrPmLII. Se representan los cortes histolôgicos obtenidos tras tinciôn con Nissl (ver materiales y 
métodos). Las fléchas indican la presencia de neuronas picnôticas. Las regiones senaladas 
corresponden a: DG Dentate Gyms, CA2 Cornu ammonis 2, CA3 Cornu ammonis 3.
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El anâlisis histolôgico de estos encéfalos revelô la presencia de neuronas 
picnôticas, tipica imagen de muerte neuronal, ùnicamente en los animales normales 
inoculados con el suero (panel izquierdo en figura 34). El hecho de que en los animales 
PrPKO inoculados con el mismo suero no se observara este efeeto, demuestra que el 
efeeto ha de estar mediado por PrP^ présenté en la superficie de las neuronas y apoya la 
hipôtesis de que los anticuerpos generados tras la vacunaciôn con pCMV-PrPmLII sean 
responsables de la fulminante muerte de los animales.
Asi pues, la vacunaciôn de ratones con pCMV-PrPmLII induce una potente 
respuesta inmunolôgiea capaz de retrasar ostensiblemente la a pariciôn de sintomas de 
la enfermedad y sin embargo, no impide que los animales acaben sucumbiendo sin 
desarrollar sintomas claros de la enfermedad producida por priones, muy probablemente 
como consecuencia de un proceso autoinmune, similar al descrito para una vacuna 
disenada contra la enfermedad de Alzheimer y que ha provocado la paralizaciôn 
temporal de su uso en humanos (Abbott, 2004). El hecho de que el efeeto se observe 
ùnicamente en los animales vacunados con pCMV-PrPmLII y sôlo muy tarde tras la 
infeceiôn intracraneal, permite suponer que como consecuencia de la infeceiôn con el 
priôn o bien de la propia inoculaciôn, la barrera hematoencefâlica pueda quedar lo 
suficientemente permeable como para permitir el trasvase masivo de anticuerpos desde 
el torrente circulatorio al encéfalo. El hecho de que el efeeto apoptôtico sobre las 
neuronas sea dependiente de la coneentraciôn de anticuerpo inyectada (Solforosi et al., 
2004) da mâs peso a esta teoria.
A pesar de los efectos secundarios observados en los animales vacunados, varios 
son los argumentos que nos permiten ser optimistas en cuanto a la futura utilizaciôn de 
estrategias inmunoterapéuticas similares a las descritas para tratar y/o prévenir las 
enfermedades producidas por priones:
i) Independientemente de las consideraciones éticas que se puedan argumentar, lo cierto 
es que la vacunaciôn de ratones previa al desafïo con el priôn infeccioso, retrasa la 
apariciôn de signos clinicos asociados a la enfermedad a mâs del doble respecto a los 
animales control (de 60 a 140 dias), permitiendo, en cualquier caso, que los animales 
vivan una vida totalmente normal y sin sintomas severos de la enfermedad hasta 
prâcticamente el momento de su muerte.
ii) Los efectos negativos de la vacunaciôn muy probablemente sean debidos a lo 
agresivo del método de desafïo realizado, utilizando la ruta intracraneal. Las vacunas 
aqui descritas quizâs resulten al menos tan eficientes como aqui han demostrado serlo,
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si el desafio con el priôn infeccioso se realiza utilizando las vias intraperitoneal u oral, 
rutas fisiolôgicamente quizâs mâs relevantes. Desafortunadamente, este tipo de 
experimentos no han podido ser abordados a lo largo de la présente tesis debido entre 
otras razones: a los largos periodos de incubaciôn requeridos para reproducir la 
enfermedad utilizando estas rutas de infeceiôn y a la dificultad anadida que supone 
poder distinguir los sintomas clinicos tipicos de EET con los derivados del proceso de 
envejecimiento de los animales. Asi por ejemplo, tras la inoculaciôn oral de ratones con 
el mismo material infeccioso aqui utilizado, se requeriria esperar un periodo de 
incubaciôn de mâs de 400 dias antes de comenzar a observar los primeros sintomas de 
la enfermedad, coincidiendo casi con el final de la vida del animal,
iii) Como hemos descrito en la secciôn de resultados, la proteeciôn conferida tras la 
vacunaciôn de ratones con pCMV-PrPmLII, coincide con la inducciôn de una potente 
respuesta de anticuerpos y de células T-CD4^ y T-CD8^ especificas contra el priôn. 
Ahora bien, todavia quedan muchas preguntas sin respuesta: ^Cuâl/es es/son el/los 
mecanismo/s efector/es y/o el/los epitopo/s inmunogénico/s del priôn implicado/s en 
proteeciôn? Caracterizando éstos, podria perfectamente disenarse una vacuna “a la 
carta” en la que sôlo estuvieran contenidos el/los epitopos protectivo/s eliminando 
aquellos que pudieran estar implicados por ejemplo en inducir anticuerpos capaces de 
provocar apoptosis neuronal (Solforosi et al., 2004).
Desgraciadamente, a dia de hoy la prâctica totalidad de los estudios publicados, 
tanto relacionados con proteeciôn (Gilch et al., 2003; Goni et al., 2005; Ishibashi et al., 
2006; Magri et al., 2005; Schwarz et al., 2003; Sigurdsson et al., 2002) como con 
apoptosis neuronal (Solforosi et al., 2004), han ido enfocados a estudiar la respuesta por 
anticuerpos, siendo muy reducidos los resultados publicados en cuanto a la inducciôn de 
respuesta celular (Grégoire et al., 2004; Rosset et al., 2004).
Del mismo modo y en el caso de que se quisiera obtener por ejemplo, una 
respuesta polivalente frente a muchos epitopos T, en ausencia de anticuerpos, podria 
plantearse vacunar con una ùnica dosis de pCMV-PrPmLII, que como se ha podido 
demostrar, es capaz de inducir una potente respuesta T-CD4^ y T-CD8^ (Figura 27) en 
ausencia de anticuerpos, requiriendo éstos ùltimos la administraciôn de dosis recuerdo 
vacunales para su inducciôn. Estos y otros experimentos taies como aquellos 
encaminados a estudiar la capacidad terapéutica de nuestras vacunas, se encuentran 
actualmente en la agenda de la investigaciôn futura de nuestro laboratorio.
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En defmitiva, los resultados presentados en esta tesis demuestran el potencial 
que la vacunaciôn puede tener como estrategia para ayudar al control de las 
enfermedades producidas por priones. A pesar de las limitaciones que se derivan de su 
utilizaciôn, el empleo de este tipo de estrategias por ejemplo para intentar retrasar la 
enfermedad en aquellos individuos condenados a sufrir una encefalopatia hereditaria, 








1. Mientras la vacunacion de ratones con pCMV-PrPm, expresando la 
proteina del prion de raton, es incapaz de inducir una respuesta 
inmunolôgica detectable, la vacunacion de ratones con pCMV-PrPh, 
expresando el priôn humano, provoca una respuesta especifica de 
anticuerpos capaces de reconocer el priôn en su forma nativa.
2. La vacunacion de ratones con pCMV-E200K o con pCMV-D178N, 
expresando las variantes del priôn asociadas a CJD familiar o IFF, 
inducen una respuesta de anticuerpos que reconocen preferentemente 
al priôn en su forma desnaturalizada. La vacunaciôn de ratones con 
pCMV-Al 17V, expresando la variante del priôn asociadas a GSS no 
es capaz de inducir respuesta humoral especifica alguna.
3. Mientras que la vacunaciôn de ratones con pCMV-E200KET, pCMV- 
D178NET o pCMV-Al 17VET, expresando los mutantes patogénicos 
del priôn humano fusionados a ET son capaces de producir una potente 
respuesta CTL especifica capaz de protéger frente al desafïo con 
LCMV, la vacunaciôn con pCMV-PrPhET indujo una pobre respuesta 
CTL incapaz de resultar protectiva frente al virus
4. Independientemente de la capacidad antigénica e inmunogénica del 
priôn humano o de cada una de las variantes estudiadas, la vacunaciôn 
de ratones con los plâsmidos correspondientes, no es capaz de conferir 
protecciôn frente al desafio intracraneal con el priôn infeccioso 
adaptado a ratôn.
5. La vacunaciôn de cerdos con ADN expresando epitopos del VF A 
fusionados al péptido serial del priôn es capaz de protéger parcialmente 
frente al desafio con el virus.
6. La vacunaciôn de ratones PrPKO con pCMV-PrPmLII, expresando el 
priôn fusionado a la senal de transporte al lisosoma de LIMP II, 
potencia tanto la respuesta de anticuerpos como la respuesta celular 
(de células T-CD8^ y T-CD4^) inducida.
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7. La vacunaciôn de ratones con pCMV-PrPmLII es capaz de romper la
tolerancia inmunolôgica, provocando tanto una respuesta de 
anticuerpos como una respuesta celular especifica contra la proteina 
del priôn.
8. La vacunaciôn de ratones con pCMV-PrPmLII es capaz de retrasar la
sintomatologia clinica de las EETs tras el desafïo intracraneal con el 
priôn infeccioso adaptado a ratôn.
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8. ANEXO
Resultados numéricos de los resultados presentados en el trabajo.

Anexn
Figura 12: Resultados del ELISA utilizando los sueros obtenidos tras inmunizar ratones 129P2/01a Hsd 
con pCMV-PrPm (A), pCMV-PrPh (B) y pCMV (Imea discontinua en A y B). El antlgeno utilizado para 
tapizar las plaças del ELISA fue proteina PrP recombinante murina semipurificada expresada en E. coli
Diluciôn 1/100 Diluciôn 1/200 Diluciôn 1/100 Diluciôn 1/200
pCMV-PrPh 1 0,791 0,623 pCMV-PrPm 1 0,175 0,211
pCMV-PrPh 2 0,626 0,411 pCMV-PrPm 2 0,173 0,153
pCMV-PrPh 3 0,318 0,174 pCMV-PrPm 3 0,147 0,154
pCMV-PrPh 4 0,249 0,184 pCMV-PrPm 4 0,126 0,120
pCMV-PrPh 5 0,571 0,376 pCMV-PrPm 5 0,135 0,132
pCMV-PrPh 6 0,100 0,089 pCMV-PrPm 6 0,120 0,102
pCMV-PrPh 7 0,225 0,155 pCMV-PrPm 7 0,133 0,130
pCMV-PrPh 8 0,134 0,110 pCMV-PrPm 8 0,146 0,139
pCMVI 0,122 0,108 pCMVI 0,211 0,219
pCMV2 0,096 0,086 pCMV2 0,174 0,162
pCMVa 0,140 0,134 pCMV3 0,122 0,119
pCMV4 0,139 0,119 pCMV4 0,099 0,087
pCMVS 0,097 0,083 pCMVS 0,138 0,125
pCMVe 0,120 0,088 pCMVe 0,130 0,095
pCMV7 0,117 0,119 pCMV7 0,143 0,136
pCMVS 0,164 0,208 pCMV8 0,117 0,112
D.O. 405nm
Tabla 9: Numéro de animales y titulos de anticuerpos neutralizantes obtenidos tras la inmunizaciôn de 
ratones HsdiICR (C D l) con los plâsmidos pCMV, pCMV-BTT y pCMV-spBTT. Como control positivo, 












Titulo seroneutralizaciôn: Valor reciproco de aquella diluciôn del suero en la cual se observé un 50% de 
reducciôn de plaças de lisis.
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Figura 13 Resultados del ELISA especi'fico frente al péptido A24 de FMDV (bianco) y frente al virus 
FMDV (negro) utilizando sueros individuales de ratones inmunizados con pCMV, pCMV-BTT y pCMV- 
spBTT. Los sueros fueron obtenidos 2 semanas tras la tercera ultima inmunizaciôn y utilizados a una 
diluciôn 1:35 enPBS.





Pagina 83: De una manera similar a lo observado en ratôn (Tabla 9), ùnicamente uno de todos los 
animales vacunados fue capaz de generar una respuesta de anticuerpos neutralizantes, coincidiendo de 
nuevo con uno de los 4 animales (25%) inmunizados con la construcciôn pCMV-spBTT (Figura no 
mostrada).
Titulo seroneutralizaciôn







Titulo seroneutralizaciôn: Valor reciproco de aquella diluciôn del suero en la cual se observé un 50% de 
reducciôn de plaças de lisis.
Figura 15. Los cerdos se inmunizaron 2 veces con la vacuna inactivada (Vac. Inac. P4) o très veces con 
los plâsmidos pCMV (PI), pCMV-BTT (P5) o pCMV-spBTT (P9), y très semanas tras la ultima dosis, se 
sangraron para medir la respuesta proliferativa de sus linfocitos de sangre en respuesta al VFA. Las 
respuestas proliferativas de los cerdos fueron medidas tanto en ausencia de anticuerpos (en blanco), como 
en presencia de anticuerpos anti-clase I (en gris) o anti.clase II (en negro). Los valores representados 
corresponden a la media de très replicas. Valores por debajo de 1000 Acpm fueron considerados como 
negativos.
A cpm ausencia anticuerpos A cpm anticuerpo clase 1 A cpm anticuerpo clase II
pCMV (PI) 0 0 0
BEI-C-S8C1 (P4) 13000 12500 0
pCMV-BTT (P7) 6811 0 200
pCMV-spBTT (PS) 3556 1796 1252
CPM: cuentas por minuto.
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Figura 16: Resultados del ELISA utilizando los sueros obtenidos tras inmunizar ratones con pCMV-PrPh 
(A), pCMV-E200K (B), pCMV-D178N (C), pCMV-A117V (D) y el control negativo pCMV (lineas 
discontinuas en todos los paneles). En todos los casos se utilizô proteina PrP recombinante murina como 
antigeno para tapizar las plaças del ELISA.
Diluciôn 1/100 Diluciôn 1/200 Diluciôn 1/100 Diluciôn 1/200
pCMV-PrPh 1 0,791 0,623 pCMV-A117V1 0,100 0,083
pCMV-PrPh 2 0,626 0,411 PCMV-A117V2 0,135 0,093
pCMV-PrPh 3 0,318 0,174 PCMV-A117V3 0,109 0,092
pCMV-PrPh 4 0,249 0,184 PCMV-A117V4 0,317 0,229
pCMV-PrPh 5 0,571 0,376 pCMV-A117V5 0,121 0,105
pCMV-PrPh 6 0,100 0,089 PCMV-A117V6 0,211 0,131
pCMV-PrPh 7 0,225 0,155 pCMV-A117V7 0,311 0,178
pCMV-PrPh 8 0,134 0,110 PCMV-A117V8 0,175 0,123
pCMV-E200K 1 0,123 0,124 pCMVI 0,122 0,108
pCMV-E200K 2 0,201 0,214 pCMV2 0,096 0,086
PCMV-E200K 3 0,791 0,708 pCMV3 0,140 0,134
PCMV-E200K 4 0,108 0,096 pCMV4 0,139 0,119
pCMV-E200K 5 0,164 0,143 pCMVS 0,097 0,083
pCMV-E200K 6 0,115 0,085 pCMVe 0,120 0,088
pCMV-E200K 7 0,136 0,146 pCMV7 0,117 0,119
pCMV-E200K 8 0,121 0,122 pCMV8 0,164 0,208
pCMV-D178N 1 0,140 0,074
pCMV-D178N 2 0,098 0,082
pCMV-D178N 3 0,147 0,104
pCMV-D178N 4 0,343 0,224
pCMV-D178N 5 0,234 0,157
pCMV-D178N 6 0,103 0,080
pCMV-D178N 7 0,105 0,084
pCMV-D178N 8 0,132 0,103
D.O. 405nm
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Figura 17: Resultados del ELISA utilizando los sueros obtenidos tras inmunizar ratones con pCMV- 
PrPh, pCMV-E200K, pCMV-D178N, pCMV-Al 17V y el control negativo pCMV. Los antigenos 
utilizados para tapizar las plaças del ELISA fueron la proteina del prion recombinante murina en forma 
nativa (blanco) y desnaturalizada (gris). Todos los sueros fueron utilizados a una diluciôn 1/50. Los 
valores de D.O. por debajo de la linea discontinua se consideraron negativos.
D.O. 405nm
PrP rec PrP desnat PrP rec PrP desnat
pCMV-PrPh 1 0,093 0,158 pCMV-A117V 1 0,049 0,000
pCMV-PrPh 2 0,464 1,006 pCMV-A117V2 0,013 0,000
pCMV-PrPh 3 0,065 0,113 PCMV-A117V3 0,008 0,000
pCMV-PrPh 4 0,016 0,003 PCMV-A117V4 0,099 0,117
pCMV-PrPh 5 0,596 1,230 pCMV-A117V5 0,002 0,007
pCMV-PrPh 6 0,026 0,009 pCMV-A117V6 0,134 0,198
pCMV-PrPh 7 0,534 1,608 PCMV-A117V7 0,017 0,115
pCMV-PrPh 8 0,086 0,281 pCMV-A117V8 0,187 0,209
pCMV-E200K 1 0,006 0,000 pCMVI 0,110 0,210
pCMV-E200K 2 0,006 0,000 pCMV2 0,003 0,002
pCMV-E200K 3 0,759 2,238 pCMV3 0,199 0,000
pCMV-E200K 4 0,129 1,525 pCMV4 0,010 0,098
PCMV-E200K 5 0,036 1,011 pCMVS 0,135 0,000
PCMV-E200K 6 0,000 0,104 pCMVe 0,064 0,215
pCMV-E200K 7 0,007 0,000 pCMV7 0,069 0,003
pCMV-E200K 8 0,042 0,118 pCMV8 0,002 0,128
pCMV-D178N 1 0,161 1,001
pCMV-D178N 2 0,005 0,000
PCMV-D178N 3 0,156 0,995
pCMV-D178N 4 0,000 0,000
PCMV-D178N 5 0,003 0,000
pCMV-D178N 6 0,113 1,547
pCMV-D178N 7 0,156 1,156
pCMV-D178N 8 0,148 1,259
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A n exo
Pagina 91: Mientras que el 50% de los animales vacunados con pCMV-PrPhET inducian anticuerpos 
capaces de reconocer el prion en su forma nativa, las variantes mutadas provocaron la induccion de 
anticuerpos que reconocian mayoritariamente epitopos lineales del mismo (resultados no mostrados).
D.O. 405nm
PrP rec PrP desnat PrP rec PrP desnat
pCMV-PrPhET 1 0,055 0,147 pCMV-spET 1 0,063 0,095
pCMV-PrPhET 2 1,023 1,122 pCMV-spET 2 0,055 0,171
pCMV-PrPhET 3 0,069 0,266 pCMV-spET 3 0,156 0,173
pCMV-PrPhET 4 0,951 1,766 pCMV-spET 4 0,070 0,102
pCMV-E200KET 1 0,059 0,114 pCMV-ET 1 0,058 0,071
PCMV-E200KET 2 0,054 0,083 pCMV-ET 2 0,169 0,174
pCMV-E200KET 3 0,395 2,609 pCMV-ET 3 0,114 0,225
pCMV-E200KET 4 0,260 0,981 pCMV-ET 4 0,197 0,207
pCMV-D178NET 1 0,112 0,914 pCMVI 0,053 0,063
PCMV-D178NET 2 0,089 0,751 pCMV2 0,155 0,196
PCMV-D178NET3 0,065 0,120 pCMV3 0,070 0,073
pCMV-D178NET4 0,052 1,839 pCMV4 0,122 0,130
PCMV-A117VET1 0,054 0,123
pCMV-A117VET 2 0,059 0,107
pCMV-A117VET 3 0,071 0,090
pCMV-A117VET4 0,064 0,118
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Figura 18: Porcentaje de células TCD8 que expresan IFN-y en respuesta al esti'mulo especîfico 
(circulos), tras la inmunizaciôn de ratones C57 BL/6J01aHsd con los diferentes plâsmidos senalados en la 
figura. Como control positivo del ensayo, se utilizaron dos ratones previamente infectados con una dosis 
subletal del virus LCMV.
%Células TCD8+, IFNy+ “/oCélulas TCD8+, IFNy+
pCMV-PrPhET 1 0,12 pCMV-spET 1 0,13
pCMV-PrPhET 2 1.8 pCMV-spET 2 0,09
pCMV-PrPhET 3 0,07 pCMV-spET 3 0,08
pCMV-PrPhET 4 0,23 pCMV-spET 4 8,8
PCMV-E200KET 1 0,27 pCMV-ET 1 5,2
PCMV-E200KET 2 0,34 pCMV-ET 2 0,16
pCMV-E200KET 3 10,8 pCMV-ET 3 0,19
pCMV-E200KET 4 11,9 pCMV-ET 4 0,26
pCMV-D178NET1 7,2 pCMVI 0
pCMV-D178NET2 10,9 pCMV2 0
pCMV-D178NET3 0,31 pCMV3 0
pCMV-D178NET4 19,8 pCMV4 0
PCMV-A117VET 1 39,9 LCMV1 15,5
pCMV-A117VET2 0,26 LCMV 2 15,1
PCMV-A117VET3 7.3 Los valores obtenidos son resultado de
pCMV-A117VET4 0,09 restar el fondo definido por pCMV
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Figura 19: Ratones C57 BL/6J01aHsd fueron inmunizados con pCMV-PrPh ET, pCMV-E200KET, 
pCMV-D178NET, pCMV-Al 17VET, pCMV-spPrPhET, pCMV-ET y pCMV. Todos los animales fueron 
desafiados con LCMV (incluyendo un grupo previamente vacunado con una dosis subletal del LCMV), 4 
dias tras el desafïo fueron sacrificados y los bazos triturados y utilizados como inôculo infeccioso sobre 
células Vero. El resultado de carga viral se muestra como numéro de unidades formadoras de plaças (ufp) 
por cada gramo de tejido. La linea discontinua indica el umbral por debajo del cual se considéra como 
totalmente protegido a un animal.
ufp/g ufp/g
pCMV-PrPhET 1 55814 pCMV-spET 1 131147
pCMV-PrPhET 2 17045 pCMV-spET 2 128712
pCMV-PrPhET 3 123839 pCMV-spET 3 1709401
pCMV-PrPhET 4 47337 pCMV-spET 4 7905
pCMV-E200KET 1 35242 pCMV-ET 1 45602
PCMV-E200KET 2 58981 pCMV-ET 2 328767
pCMV-E200KET 3 5555 pCMV-ET 3 61016
pCMV-E200KET 4 2531 pCMV-ET 4 217391
pCMV-D178NET 1 2205 pCMVI 200668
PCMV-D178NET2 0 pCMV2 131805
pCMV-D178NET3 3663003 pCMV3 182053
pCMV-D178NET4 682 pCMV4 71523
pCMV-A117VET 1 3065 LCMV1 0
pCMV-A117VET2 99009 LCMV 2 0
pCMV-A117VET3 2371 LCMV 3 0
pCMV-A117VET4 133779 LCMV 4 0
Figura 20: Ratones 129P2/01aHsd fueron inmunizados con las construcciones pCMV-PrPh, pCMV- 
E200K, pCMV-D178N, pCMV-Al 17V y pCMV y posteriormente fueron desafiados intracranealmente 
con una dosis létal de inôculo de priôn infeccioso adaptado a ratôn (ver materiales y métodos). En el 
grâfico de barras se representan los dias transcurridos desde la infecciôn de los animales hasta el dia de su 
sacrificio (estado terminal de la enfermedad), indicândose asi mismo la desviaciôn estândar existente 
dentro de cada grupo.
Dias post desafio Dias post desafio
pCMV-PrPh 1 131 pCMV-A117V 1 131
pCMV-PrPh 2 123 pCMV-A117V2 131
pCMV-PrPh 3 131 pCMV-A117V3 131
pCMV-PrPh 4 131 pCMV-A117V4 123
pCMV-E200K 1 131 pCMVI 131
pCMV-E200K 2 131 pCMV2 131
pCMV-E200K 3 131 pCMV3 131






Figura 24; Diluciones seriadas de sueros de ratones PrPKO inmunizados 3 veces con pCMV-PrPm 
(circulos), pCMV-UbPrPm (triângulos), pCMV-PrPmLlI (cuadrados) y pCMV (rectângulos), fueron 
testados mediante la técnica de ELI SA en plaças tapizadas con PrP recombinante murina. Las barras 
representan las desviaciones estândar encontradas para cada grupo.
Dil 1:400 Dil 1:800 Dil 1:1600 Dil 1:3200 Dil 1:6400 Dil 1:12800
pCMV-PrPm 1 1,401 1,297 0,789 0,698 0,493 0,400
pCMV-PrPm 2 1,680 1,296 0,718 0,710 0,503 0,397
pCMV-PrPm 3 1,097 1,403 0,905 0,684 0,512 0,398
pCMV-PrPm 4 1,405 1,002 0,812 0,691 0,499 0,403
pCMV-UbPrPm 1 0,908 0,602 0,508 0,467 0,463 0,350
pCMV-UbPrPm 2 0,679 0,629 0,503 0,459 0,494 0,351
pCMV-UbPrPm 3 0,802 0,553 0,510 0,463 0,473 0,356
pCMV-UbPrPm 4 0,811 0,526 0,507 0,460 0,469 0,354
pCMV-PrPmLII 1 2,111 1,655 1,206 0,890 0,684 0,531
pCMV-PrPmLII 2 1,693 1,340 1,007 0,756 0,608 0,538
pCMV-PrPmLII 3 1,811 1,548 1,113 0,741 0,624 0,526
pCMV-PrPmLII 4 1,854 1,602 1,198 0,807 0,650 0,517
pCMV1 0,550 0,453 0,416 0,452 0,436 0,422
pCMV2 0,653 0,459 0,409 0,449 0,457 0,426
pCMV3 0,521 0,454 0,402 0,438 0,435 0,420
pCMV4 0,556 0,449 0,411 0,454 0,447 0,428
D.O. 405nm
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Figura 26: Porcentaje de células TCD4 que expresan IFN-y en respuesta al esti'mulo especîfico 
(circulos) tras très inmunizaciones con pCMV (2 paneles superiores) o con pCMV-PrPmLII (4 paneles 
inferiores) en ratones PrPKO.
%Células TCD4+, IFNy+ (PrPrec) “/oCélulas TCD4+, IFNy+ (RPMI)
pCMV-PrPm 1 0,01 0,01
pCMV-PrPm 2 0,01 0,01
pCMV-PrPm 3 0,01 0,01
pCMV-PrPm 4 0,01 0,02
pCMV-UbPrPm 1 0,01 0,02
pCMV-UbPrPm 2 0,01 0,01
pCMV-UbPrPm 3 0,01 0,01
pCMV-UbPrPm 4 0,01 0,01
pCMV-PrPmLI11 0,15 0,01
pCMV-PrPmLII 2 0,13 0,01
pCMV-PrPmLII 3 0,12 0,01





Los valores obtenidos son resultado de restar el fondo definido por pCMV
Pagina 105: Como cabia esperar, tras una ùnica dosis vacunal con pCMV-PrPmLII, la respuesta de 
anticuerpos inducida fue indétectable (datos no mostrados).
Dil 1:400 Dil 1:800 Dil 1:1600 Dil 1:3200 Dil 1:6400 Dil 1:12800
pCMV-PrPmLI11 0,416 0,311 0,245 0,201 0,179 0,171
pCMV-PrPmLII 2 0,574 0,568 0,496 0,457 0,398 0,361
pCMV-PrPmLII 3 0,395 0,364 0,358 0,327 0,315 0,308
pCMV-PrPmLII 4 0,406 0,411 0,362 0,35 0,264 0,197
pCMVi 0,393 0,388 0,382 0,379 0,373 0,365
pCMV2 0,552 0,475 0,424 0,401 0,41 0,39
pCMV3 0,573 0,477 0,394 0,39 0,406 0,415
pCMV4 0,153 0,153 0,151 0,15 0,156 0,153
D.O. 405nm
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Figura 27: Porcentaje de células T-CD4 (4 paneles izquierda) y T-CD8 (4 paneles derecha) que 
expresan IFN-y en respuesta al estimulo especîfico (circulos), tras una inmunizaciôn con pCMV (4 









pCMV-PrPmLI11 0,90 0,00 0,40 0,01
pCMV-PrPmLII 2 0,87 0,01 0,36 0,05
pCMV-PrPmLII 3 0,62 0,00 0,42 0,00
pCMV-PrPmLII 4 0,77 0,04 0,33 0,05
pCMV1 0,00 0,00 0,00 0,00
pCMV2 0,00 0,00 0,00 0,00
pCMV3 0,00 0,00 0,00 0,00
pCMV4 0,00 0,00 0,00 0,00
Los valores obtenidos son resultado de restar el fondo definido por Pcmv
Figura 28: Diluciones seriadas del suero extraido 6 semanas tras la tercera y ultima inmunizaciôn de 
ratones normales inmunizados con pCMV-PrPm (circulos), pCMV UbPrPm (triângulos), pCMV PrPmLIl 
(cuadrados) y pCMV (rectângulos), fueron testados mediante la técnica de ELISA en plaças tapizadas con 
PrP recombinante murina. Las barras representan las desviaciones estândar observadas entre animales 
dentro del mismo grupo
Dil 1:50 Dil 1:100 Dil 1:200
pCMV-PrPm 1 0,326 0,246 0,405
pCMV-PrPm 2 0,458 0,369 0,237
pCMV-PrPm 3 0,684 0,278 0,452
pCMV-PrPm 4 0,212 0,561 0,556
pCMV-UbPrPm 1 0,604 0,397 0,391
pCMV-UbPrPm 2 0,496 0,43 0,334
pCMV-UbPrPm 3 0,454 0,432 0,369
pCMV-UbPrPm 4 0,521 0,364 0,402
pCMV-PrPmLI11 1,426 0,453 0,954
pCMV-PrPmLII 2 1,481 0,774 0,698
pCMV-PrPmLII 3 1,720 0,987 0,526
pCMV-PrPmLII 4 1,257 1,023 0,350
pCMVI 0,489 0,472 0,469
pCMV2 0,458 0,41 0,336
pCMV3 0,605 0,698 0,489
pCMV4 0,689 0,645 0,42
D.O. 405nm
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Figura 30: Porcentaje de células T-CD4 (4 paneles izquierda) y T-CD8 (4 paneles derecha) que 
expresan IFN-y en respuesta al estimulo especifico (circulos) tras très inmunizaciones con pCMV- 









pCMV-PrPm 1 0,01 0,00 0,00 0,00
pCMV-PrPm 2 0,01 0,01 0,02 0,01
pCMV-PrPm 3 0,00 0,02 0,03 0,01
pCMV-PrPm 4 0,03 0,04 0,00 0,01
pCMV-UbPrPm 1 0,04 0,03 0,01 0,00
pCMV-UbPrPm 2 0,00 0,00 0,01 0,00
pCMV-UbPrPm 3 0,02 0,01 0,00 0,01
pCMV-UbPrPm 4 0,01 0,02 0,01 0,00
pCMV-PrPmLI11 0,65 0,00 0,50 0,00
pCMV-PrPmLII 2 0,90 0,04 0,60 0,00
pCMV-PrPmLII 3 0,74 0,01 0,47 0,03
pCMV-PrPmLll 4 0,87 0,00 0,53 0,02
pCMV1 0,00 0,00 0,00 0,00
pCMV2 0,00 0,00 0,00 0,00
pCMV3 0,00 0,00 0,00 0,00
pCMV4 0,00 0.00 0,00 0,00
Los valores obtenidos son resultado de restar el fondo definido por pCMV
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Figura 31: Ratones normales fueron inmunizados con pCMV-PrPmLII, pCMV-UbPrPm, pCMV-PrPm ) 
pCMV (4 por grupo). Sels semanas tras la ultima inmunizaciôn, todos los animales fueron infectadof 
intracranealmente con una dosis létal de priôn infeccioso. Los bloques sôlidos indican el tiempc 
transcurrido desde la infecciôn hasta la apariciôn de los primeros sintomas clinicos de la enfermedad. La: 
barras indican la desviaciôn Standard encontrada para cada grupo.
DIas transcurridos desde 
la infecciôn hasta la apariciôn 
de los primeros sintomas clinicos.
pCMV-PrPm 1 68
pCMV-PrPm 2 57
pCMV-PrPm 3 52
pCMV-PrPm 4 57
pCMV-UbPrPm 1 90
pCMV-UbPrPm 2 82
pCMV-UbPrPm 3 82
pCMV-UbPrPm 4 75
pCMV-PrPmLII 1 150
pCMV-PrPmLII 2 133
pCMV-PrPmLII 3 139
pCMV-PrPmLII 4 139
pCMVI 73
pCMV2 65
pCMV3 65
pCMV4 59
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